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= Analyza genomovych aberaci, genotypizace
- CGH, SNP gipy
= Resekvenacni Cipy

= EXprese
= MRNA, miRNA
= Proteiny
= Bunky, tkane

= Epigenomika
- Mapovani vazby proteinu na DNA (ChlP-on-chi




(Genom (20-25 tis gend)

= Transkripce
o Posttranskripéni modifikace
= Alternativni sestfih

Transkriptom

= Translace
o Posttranslacni modifikace
= Alternativni konformace

Proteom (miliony proteinu)

= Dynamicky system — odrazi
momentalni stav bunky
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Historie

1987 Kulesh et al. - cDNA knihovna na papirovéem filtru

Prelom 80./90. - E. Southern — in-situ synteza
oligonukleotidu

1991 — Fodor et al. - svetlem rizena paralelni synteza

1995 — Schena et al. - cDNA expresni microarray

1996 — lidska cDNA microarray

1997 — celogenomova (kvasinka)
- cDNA microarray

1997 — celogenomova (kvasinka)

- oligonukleotidova microarray

A
B
C
D
E
F
G
H

12 3465667 8 9101112



= Studium exprese mRNA (miRNA)

= Celogenomove
= Exonové (whole transcript)
= Cilené — konkrétni drahy, diagnozy

= High- 1 low- density
= Sondy — kratkeé | dlouhé oligonukleotidy, cDNA
= Sklicka, cartridge, mikrokulicky, membrany




Aplikace

= Studium efektu stimulu na
genovou expresi

Chemikalie (napfr. leCiva)
Fyzikalni faktory (zareni)
Gene knock-out (siRNA)

Gene transfection (napfr. transkripcni
faktory, mutantni alely)

= Studium rozdilu mezi vzorky
Tkane a organy
Diagnozy
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Klastrova analyza (supervised, unsupervised)
Integrace s dalSimi daty — gene ontology, genové interakce, funkéni vztahy




Vysledky

= |dentifikace genu
rozdilné exprimovanych
u konkretnich skupin
vzorku

= Qvereni pomoci real-
time PCR




= Pochopeni molekularnich mechanismu .
=  Studium biomarkert — diagnostické, prognostické, predlktlvnl

=  Komercne dostupné pro in vitro diagnostiku
= FDA cleared / IVDMA (In Vitro Diagnostic Multivariate Index Assays)

= MammaPrint®

Stanoveni rizika metastazovani po chirurgickém odstranéni nadoru prsu u
pacientek v Casnych stadiich

nizkeé riziko — hormonalni terapie X vysoke riziko — agresivné;jsi lé€ba (chemoterapie)
70 genu
= Tissue of Origin Test

- ldentifikace pluvodu nadoru — metastaze, nediferencované nebo malo
diferencované nadory

- > 2000 genu




(Genom (20-25 tis gend)

= Transkripce
o Posttranskripéni modifikace
= Alternativni sestfih

Transkriptom

= Translace
o Posttranslacni modifikace
= Alternativni konformace

Proteom (miliony proteinu)

= Dynamicky system — odrazi
momentalni stav bunky




= Proteom - soubor vSech proteinu v daném

biologickém systému (bunka, tkan, organizmus)

= Klinicka proteomika - studuje celkovy bunecny

proteom v klinickych vzorcich

= Cil - identifikovat a charakterizovat proteiny zapojené do
vzniku a vyvoje onemocneni




= Dvourozmerna gelova elektroforéza (2-DE)
- Casové, finanéné naroéné =
= Dvoubarevné znadeni — DIGE o

= 2D Kapilarni elektroforéeza

= Hmotnostni spektrometrie

= Proteinove Cipy
= Vysokokapacitni

= Pomeérné jednoduché zpracovani
o Expresni i funkéni studie




= Expresni

o stanoveni pritomnosti a koncentrace

proteinu v komplexnich vzorcich
= Protilatkove Cipy
= Lyzatové Cipy
= Antigen Cipy

= Funkcni
= studium interakce proteinu s jinymi molekulami
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= Vazba protilatka-antigen - mikrospot ELISA (Enzyme-
Linked ImmunoSorbent Assay)

o Systém vyuzivajici malé mnozstvi vazané protilatky a malého
objemu vzorku je citlivejsi nez systém se stonasobne vetsim
objemem materialu

= Citlivost radové ve femtomolech - 106 molekul/ml

= Stanoveni koncentrace analytu ve vzorku
= Koncentraci pfimo odpovida mnozstvi vazaného analytu

Ekins RP, J Pharm Biomed Anal. 1




= Stovky — tisice proteint imobilizovanych ve formé mikrospotu
na pevném povrchu

u]

m]

membrany (polystyrenové, PVDF - polyvinyliden fluorid, nitrocelulosové)
standardni mikroskopicka skliCka
= s chemicky modifikovanym povrchem (poly-lysin, aldehydické skupiny)
= potazena membranou

= DetekCni metody

m]

u]

(m]

NejCastéji fluorescence

Enzymaticky — znacCeni alkalickou fosfatazou, kienovou peroxidazou
Chemiluminiscence

Radioaktivita

Zvyseni signalu — znacCeni biotinem — vazba na znacCeny streptavidin




Cipy pro stanoveni antigend

Protilatkove Cipy

= Pfimy format (FPA- forward phase
arrays)

= Na povrchu spotované protilatky

= |nkubace se vzorkem

Y
/0

Primé znaceni Sendvicova metoda

Momnost ¥ x ¥ £° & A yysgicitivost
dvoubarevné 3 Y Y Y Y 5 specifita
detekce Xiaobo et al. 2010
= Detekce stovek antigenu ve vzorku

= Expresni profilovani — ,large-scale”
monitorovani proteinové exprese

= Cilené na urcité bunécné procesy
(bunécény cyklus, cytokiny...)

Lyzatove Cipy
Zpeétny format (RPA — reverse phase
arrays)

Na povrchu spotované vzorky
(proteinove, tkanoveé lyzaty, sérum)

Inkubace se specifickymi znacenymi
protilatkami

I

N

Xiaobo et al. 2010

Srovnani exprese az desitek antigenu
u stovek ruznych vzorku

Nevyhoda — mala hustota

studovanych molekul ve spotu

— pre-frakcionace pomoci 2D kapalinové
chromatografie



Cipy pro stanoveni protilatek

Antigen Cipy

= Na povrchu spotované znameé antigeny
= syntetické proteiny, peptidy
= |nkubace se sérem obsahujicim studovane protilatky
= Detekce pritomnosti protilatek ve vzorku, nejCasteji v séru
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Xiaobo et al. 2010




Bead array - mikrosféry

prumér ~ 10 um (velikost lymfocytu)
polystyrenové nebo latexove kuliCky
,kodovany" rozdilnymi barvami nebo velikostmi

Detekce - napr. flow cytometricky
= rozpoznavani rozdilné kodovanych mikrosfer
o jdentifikace a kvantifikace proteint ve vzorku

Mnozstvi stanovovanych proteinu je limitovano
poctem druhu mikrosfér (~100)

Moznost automatizace

Vyuziti — cilené — zejména detekce cytokinu, www. lucerna chem.ch
ale napfr. i detekce fuznich proteinu a
onkoproteinu




Tkanové Gipy

Varianta RPA Cipu (zpétny format)

Spotuji se celé vzorky tkani napr. : 30000069000 09D NY
bioptickych .22;“%“203“2“

x — o s : GOIVDHHOOCOVCO T 2091 C
Inkubace se znacenymi protilatkami 223@22%?%%3232
Velikost spotu 0,6 - 2mm 0900020204903 2008%

ﬁe@@w@@ﬁfﬁeﬁw,wﬂg

Nature Reviews | Drug Discovery



= Primy format
o Spotované protilatky
= |nkubace s bunécnou suspenzi

= Napf. spotované CD molekuly — inkubace s leukocyty — charakterizace
leukemickych bunéek

=, Transfekcni Cipy" - bunky rostou na povrchu Cipu s
naspotovanou cDNA
= Béhem rustu pfijmou cDNA
=« Cip se spoty bun&k exprimuijicich r(izné cizorodé proteiny

= Detekce

N’ Ll Ll rwv




Funkcni Cipy

Studium interakce s jinymi molekulami

= |nkubace s jinymi proteiny, DNA, malymi molekulami
(oligosacharidy, terapeutika, ...)

Studium posttranslacnich modifikaci
Studium enzymaticke aktivity
Studium kofaktoru a inhibitoru
Studium interakci ligand-receptor

ﬁagji '%@

protein - DNA protein - protein enzym - substrat



Spotovany nativni proteiny
Potreba zachovani struktury a biologicke aktivity

Nespecificka vazba primo na povrch
= Adsorpce

= Kovalentni vazba prirozenych chemickych skupin proteinu na upraveny povrch
o Aktivni ¢ast proteinu muze byt schovana, problém zachovani konformace

Chemoselektivni vazba — pripojeni chemicke skupiny na
definovanou pozici proteinu — specificka reakce s

komplementarni chemickou skupinou na povrchu sklicka
= Qrientovana pozice na sklicku

Imobilizace pres specificky rekombinantni tag
= Zachovani orientace, konformace, funguje jako ,spacer”




In situ syntetizovane Cipy

= Samoskladaci® (Self-assembling)
= cDNA naspotovana na sklicku

— In vitro translace

— In situ imobilizace

A _ B Monoclonal anti-
Polyclonal anti-GST Target

GST detection

Target (capture antibody) ‘ e protein antibody
DNA ,7

Avidin ! T ! ! T

Add cell-free

expression system N Ramachandran et al. Science 2004 Science
RYAAAS




= Domenové Cipy
o Spotovany pouze jednotlivée domény proteinu
= Pochopeni protein-proteinovych interakci

= Peptidove Cipy

o |nkubace s proteiny, DNA, malymi molekulami (oligosacharidy,
terapeutika, ...)

» Cipy s chemickymi knihovnami
= |nkubace s proteiny (enzymy, receptory...)
o Studium inhibitoru, studium ligand-receptorovych interakci-




Typ Cipu Molekuly Stanovované Inkubace Pocet Pouziti
imobilizované molekuly spotl
na Cipu
expresni | protilatkové zname antigeny neznamy .IOOO proteinové
(pFmy protilatky v.zorelf - profilovani
format) proteinovy lyzat
lyzatové neznamy antigeny znameé .OOO proteinoveé
(zpétny vzor.ek g protilatky profilovani
format) proteinovy
lyzat
antigen zname antigeny protilatky neznamy .OOO stanoveni
Cipy vzorek — pritomnosti
protilatky v protilatek v
séru séru
funkéni protein- znamé proteiny partnerské .00 studium
protein v nativnim, molekuly interakci
orotein- funkénim stavu interaguijici s proteinu
DNA RNA | nebo peptidy, proteiny s partnerskym
— i molekulami
protein-
nizkomolek nebo nebo
ularni latky
Enzym- Y :
substrat chemickeé latky proteiny




= Studium biomarkeru — diagnostické, prognosticke,
prediktivni

= |dentifikace terapeutickych cilu
= Detekce autoprotilatek, studium imunitni odpovedi

= |n vitro diagnostika — vice nez u ostatnich typu Cipu
= NejCasteji diagnostika autoimunitnich onemocnéni
= Diagnostika infekCnich onemocneéni




ChlP-on-chip (Chromatin immunoprecipitation)

= Mapovani vazby proteinu na DNA

Napf. transkripCni faktory

Py matrix
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cross-link ﬁ' o
and shear

ChIP-on-chip wet-lab portion of the workflow |—‘ .-

<~ genomic DNA

hybridization

= MeDIP-chip (Methyl-DNA immunoprecipitation)

Stejny princip — imunoprecipitace s protilatkou proti 5-metyl-cytosinu



