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POiadaka MUNI|RECETOX

Individualni projekt (15 bodu) - 40% z celkového hodnoceni zkousky
Pisemna zkouska (20 bodu) — 50% z celkového hodnoceni zkousky

Aktivita a pfitomnost na cvi¢enich a prezentaci projektu (5 bodu) — 10% z celkového hodnoceni
zkousky

Uspé&sné absolvovani:
« min 21 bodu, z toho min 8 z projektu a min 10 ze zkousky

POZOR — ke zkouSce se Ize prihlasit pouze po odevzdani projektu ktery bude ohodnocen
minimalné 8 body!

Hodnoceni projektu trva max 5 pracovnich dni - nutno zohlednit pro planovani pfihlaSovani ke
zkousSce.



Pozadavky k projektu a zadavani projekt( MUNI|RECETOX

- Zpracovava se samostatné
- Moznost zpracovavat vlastni data nebo data z verejné dostupnych databazi

- Vybér ze stanovenych projektu, vlastni téma nutno schvalit predem — nejzazsi termin vybéru
projektu: 13.3.2024

- Projekt nutno odevzdat pred zkouskou, pouze po odevzdani a obdrZzeni 8 bodu z projektu je mozné
prihlasit se na zkusebni termin

NejzazSi termin odevzdani projektd pro kontrolu poctu bodu: 5 pracovnich dni pred zkusebnim
terminem

Student navrhne svij projekt v rozpisu témat na IS, po zkontrolovani/pfipadné Upravé vyucujicim,
tento potvrdi téma a prihlaseni studenta k projektu



Pozadavky vypracovani projektu MERL [RERETDX

- Student odevzdava 2 soubory:
— popis projektu ve formatu .pdf ve strukture definované nize
— .Rsoubor se skriptem analyzy od nacteni dat po finalni grafy
- Struktura popisu projektu (pdf):
— Nazev
— Uvod - co je cilem projektu, pfesné definované hypotézy

— Data — presné definovany typ dat, odkaz na stazeni dat, pocet vzorkd, typ platformy ze které byly data ziskany, kolik bylo na
platformé sond, kolik genl reprezentovaly, v pfipadé dvoukanalového experimentu jasna definice vzorkd v jednotlivych
kanalech, ...

— Metodika — jaké metody zpracovani dat od upravy az po finalni interpretaci byly pouzity a proc
— Vysledky — vysledkova ¢ast rozdélena na
* a.Predzpracovani a normalizace zdkladnich dat (popis, grafy, interpretace vysledkd vzhledem k dalSim analyzam)

* b. Statistickd analyza a data mining — rozdéleno dle typu analyzy, popis nejdulezitéjsich vysledkl a jejich sumarizace,
grafy (napt. venovy diagramy, heatmapa, volcano plot, forest plot...), sumarni tabulky vysledk(, odkazy na tabulky s
podrobnymi vysledky

* . Biologicka interpretace
- Struktura .R souboru se skriptem analyzy:

- Skript rozdéleny do kapitol podle analyzy dat s podrobnym komentarem jednotlivych krok
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Soucasné vyzvy genomiky a proteomiky
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Genomika je véda zabyvajici se studiem souboru genu v bunce (genom)

Proteomika je véda zabyvajici se studiem souboru proteinu v bunce
(proteom)



o ) MUNI|RECETOX
Geny podminuji fyzicky vzhled organismu a jeho schopnost adaptace na

prostredi, ve kterém Zije a jeho pomalé i ndhlé zmény (stres).

* Odolnost bakterii na
antibiotika podminéna
mutacemi.

Rozdily mezi organismy

jsou podminéné rozdily v

genomul.

e Adaptace na extrémni
podminky - Zivot ve
vesmiru, v sopce,
sirnych pramenech,
varicich pramenech a
mrazech do -70




MUNI|RECETOX

Jak je mozné, Ze se navzajem liSi i bunky v ramci jednoho organismu, kdyz maji
stejnou sadu gen0?




MUNI|RECETOX

Jak je mozné, Ze se navzajem liSi i bunky v ramci jednoho organismu, kdyz maji
stejnou sadu gen0?

Tyto rozdily jsou dusledkem odlisné aktivity gend a jejich produktd, proteind
a funkénich RNA molekul.



Genomika a proteomika v BIOLOGI|I MUNI[RECETOX

Dekdédovani genomu u riznych druh(

MUzeme studovat

J 4
Rozdily v genomu/proteomu aktivitu genu a proteind organizmt v
jednotlivych druht rozdilnych podminkach
3 3
studovat tak evolucni propojeni a Muzeme pochopit mechanismy
vytvaret fylogenetické stromy pUsobeni parazitl a jejich prizplsobeni

se hostiteli, pfipadné studovat bakterie
a jejich mechanismy prizplUsobeni se
extrémnim podminkam ...

A

DNA Protein




Genomika a proteomika v MEDICINE =~ MWUNIIRECETOX

Studium genetické podstaty dédicnych i ziskanych onemocnéni

MuazZeme studovat
J 4
Genetické mutace, a jiné Rozdilnou aktivitu genti a proteinti u
genetické/genomické aberace konkrétnich nemoci v porovnani se
zplsobujici nemoci zdravym organismem
4

Jsme schopni
korelovat funkci produktt jednotlivych
genl s onemocnénim
NEMOC < GEN (Y)
4

RNA™ Pochopit podstatu onemocnéni
g Ayl :
& At

Najit nejvhodnéjsi zpUsob |écby (cilena
DNA . |éCba),
Protein prevence a diagnostiky onemocnéni



T IrVve

Geny a onemochneéni l. - priciny

Downuv syndrom, hemofilie, cysticka fibrdza, svalova dystrofie, rakovina...

 Dédicné i ziskané, u nékterych staci jedina mutace v patricném genu a vznika choroba, u
jinych je zapotrebi vice genetickych zmén

1. Zmény ve strukture DNA:

* Mutace ve strukture jednoho genu (jednonukleotidové polymorfizmy, delece, inzerce,
amplifikace nukleotidt)

e Aberace celého genu a nebo c¢asti chromozomu (delece, translokace, inzerce,
amplifikace)

e Aberace celych chromozom

2. Zmény v expresi a aktivité gen( a jejich produkt(

3. Zmény v posttranslacnich Upravach protein

Genomika a proteomika v MEDICINE

MUNI|RECETOX



Geny a onemocnéni ll. - mutace  "NIIRECETOX

* Bunky v organismu se stale obnovuiji a déli - pfi kazdém déleni replikuji cely genom na
nukleotid pfesné. Tento proces neni pri velikosti lidského genu (3.2 bilionu nukleotid)
jednoduché.

* Proto existuje mnoho kontrolnich mechanismu:
* naopravu poskozené Casti DNA
e pro spravnou distribuci chromozomU v procese mitdzy/meidzy
e pro pripadnou apoptdzu (regulovanou smrt buriky) v pripadé nezvratnych zmén

* apod....

* Genetické aberace vznikaji selhanim kontrolnich mechanism

Genomika a proteomika v MEDICINE



. . .. o MUNI|RECETOX
Geny a onemocnéni lll. — aktivita genu ‘

Nejen mutace, ale i nespravna aktivita gent muze vést ke vzniku onemocnéni.

V lidské bunce probiha kazdou chvili obrovské mnozstvi proces(, prepisuji se stovky gen( a
neustale se vytvareji proteiny na zakladé vnitrnich a venkovnich podnéta.

Tyto podnéty jsou regulované stovkami regulacnich mechanismd, které jsou opét zalozené
na proteinech.

Chyba v jednom z mechanismU muze také skoncit vyvinutim onemocnéni.

Genomika a proteomika v MEDICINE



Geny a onemocnéni V. - shrnuti

e Co zpusobuje onemocnéni — proteiny a jiné funkcni molekuly, které maji zménénou svoji
funkCnost, nebo expresi.

* PriCiny nespravné funkce:

 Mutace v prislusném genu, zpUsobuijici v dlsledku zménu v sekvenci aminokyselin
proteinu a tim jeho:

* nefunkCnost
 nadmérnou aktivitu
 Zmeény v mechanismech kontroly exprese daného proteinu, ktery je nasledné produkovany
* v nedostacujicim mnozstvi
* v nadmérném mnozstvi

e Zmény v postranslac¢nich Upravach a sekundarni/terciarni strukture proteinu

Genomika a proteomika v MEDICINE



Co jeste vime

A Signdly mimo burky ;
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...ale je velmi obtizné to vse propojit a interpretovat
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* U genli mUzeme zkoumat jejich

e Strukturu a jeji zmény — sekvence nukleotid0 A, C, G, T

C O * Mnozstvi — zda jsou a nebo nejsou pritomné a v jakém poctu kopii

zkoumame
Vv

* Aktivitu — zda se gen prepisuje do mRNA a v jakém mnozstvi

* U proteinti zkoumame
* Slozeni - z jakych aminokyselin
g e n o m i ce e Strukturu — jak jsou retézce peptidl usporadané do 3D struktur
* Mnozstvi — zda jsou a nebo nejsou pritomné a v jakém mnozstvi

a * Funkci — modelovani, identifikace aktivnich vazebnych mist

p rOte O m i ce * Dalsi faze je modelovani komplexnich bunécnych systému — proteinové '

interakce, bunécné drahy, regulacni a metabolické sité ...

> 4




Metody studia genomu a proteomu

* Klasické metody molekularni biologie a cytogenetiky:

* Metody zkoumaijici jen jeden nebo nékolik genl a proteinl v jednom
experimentu:

 PCR, RT-PCR, real-time PCR
* FISH (fluorescence in-situ hybridization)
» gelova elektroforéza, ...

* Vysocepokryvné metody molekularni biologie:
* schopné zkoumat tisice molekul v jednom experimentu....
. ... jak vznikly?



Archaeomics
Epigenomics

Morphomics
Toxicogenomics P Regulomics
Secretomics

Proteomics- -Genomics
Transcriptomics "

Orfeomics

Alternatomics
- Glycomics

=
3

Interactomics

Proteomika a genomika




12 tumor types

3' Glioblastoma (GEM)

Lung adenocarcinoma

(LUALD) k
Breast (BRCA)
Ovarian (OV)
Kidney (KIRC) _
4
Endometrial (UCEC)
Thematic
pathways

Omics characterizations

Mutation

g .. Copy number
=
-;% Gene expression
= DNA methylation
MicroRNA
RPPA
o Clinical data
%9
8& . O - 3
f??ﬂf@‘g o d?p @Gﬂ
vy

The Human Cancer Genome
Atlas (TCGA) projekt



Od Watsona & Cricka po Leroya Hooda

a na konci byly:
automatické sekvenatory DNA a proteinu
automatické syntetizatory DNA a proteinu



Nové moznosti

Sekvenatory umoznily rychle dekddovat
sekvenci genu a proteinu

Znalost presné sekvence umoznila navrhovat specifické genové sondy
a syntetizator umoznoval jejich rychlou a automatickou
vyrobu.

Otevrely se dvere pro nové, vysocepokryvni technologie, schopné
analyzovat tisice genl/proteint v jednom experimentu!

=
i




Analyza genomu

* 0Od nukleotidovych sekvenci po Uplné anotovany genom ‘
* Analyza struktury

* DNA sekvenace, Chip-seq, WES (whole exome
sequencing), WGS

* Srovnavaci genomika — aCGH cipy, SNP polymorfismy,
alternative splicing arrays, fingerprinting

* Analyza aktivity (exprese) — MikrocCipy, SAGE, MPSS, Expressed
sequence tags (ESTs), RNA-seq, ...

* Regulace genomu
e Chip-on-chip

* Epigenetika (mikroCipy, metylace...)




Analyza proteomu

* Od hmostnostnich spekter — pres komplexni struktury
proteinovych shlukd - po analyzu funkce protein(

* Analyza struktury: Proteinova sekvenace

* Analyza exprese: Hmotnostni spektrometrie,
2D gelova elektroforéza, Proteinové
mikrocipy...

* Analyza funkce: Modelovani
makromolekuldrnich systému — odvozeni
vlastnosti z atomovych interakci




Data z omics experimentu

Moderni vysoce pokryvné molekularni technologie produkuji obrovske tabulky

komplexnich dat
MikrocCipy

Desitky az tisice genu
nebo transkriptl na
vzorek
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ProcC jsou data high-
JA throughput genomickych a
#2 proteomickych experimentt
problematicka?




Obsahuji mnozstvi Sumu (technicka i biologicka variabilita)

Specifika dat z omics
experimentu



Obsahuji mnozstvi Sumu (technicka i biologicka variabilita)

Nejsou skutecnymi hodnotami (koncentrace, pocty) sledovanych molekul

Specifika dat z omics
experimentu



Obsahuji mnozstvi Sumu (technicka i biologicka variabilita)
Nejsou skutecnymi hodnotami (koncentrace, pocty) sledovanych molekul

Pochazeji z komplexnich technologii, které byvaji velice citlivé na vnéjsi vlivy

Specifika dat z omics
experimentu



Za vsechno mohou
matouci vlivy
(confounding effects)?



Co je to matouci faktor

Matouci faktor (confounding factor) je (nezndma) vnéjsi proménna, ktera
ovliviuje zavislou proménnou i nezavislou proménnou v analyze, coz zpusobuje
jejich falesnou asociaci a Spatnou interpretaci.

Jinym zpUsobem, vznika korelace, ktera neni kauzalita....



Matouci vliv

Vice fyzické aktivity > Méné rakoviny




Pochybneé korelace....

T USED T THINK,
CORRELmou IHPUED

M

THEN I TOX A

STATNISTICS CLASS.

Now I DON'T.

f

SOUNDS LKE THE
CQLASS HELPED.

\ WELL, MAYBE.

f 1




Efekt davky

» Efekt davky (batch effect) se objevuje vzdy, kdyz externi faktory spojené s
laboratorni praci ovlivnuji vysledky, které mérite ve studii.

» Efekt davky je specialni typ matouciho faktoru v pripade, ze je davka spojena s
proménnou, kterou sledujeme



Efekt davky

Feature Infenshy
r




Efekt davky

NEI]

[ | i
J ]
Healthy Dmaase\

NI MOZNE STATISTICKY ODDELIT TECHNICKY EFEKT OD BIOLOGICKEH(

D!!!



Lide a mysi na
mikrocipech

V clanku z roku 2004, mikrocCipova analyza genové exprese
nékolika rlznych tkani u lidi a mysi vedla autory k zavéru, ze
»jakakoli lidska tkan je vice podobna jakékoli jiné
vySetrované lidské tkani nez jeji odpovidajici tkani mysi“.

Yanai |, Graur D, Ophir R. Incongruent expression profiles
between human and mouse orthologous genes suggest
widespread neutral evolution of transcription control.
OMICS. 2004 Spring;8(1):15-24.




Nasleduji clanky (2006, 2007, 2010), které dokazuiji, ze tyto
rozdily jsou zaloZzeny pouze na faktu, ze se jednalo o dva

Lide a myé| rGzné mikrodipy...:

na 1. Sondy na mikroCipech jsou navrzeny oddélené pro lidské a mysi ortologické

I ~I geny a necili na stejné sekvence. Proto maji lidské sondy a mysi sondy rdzné
mi krOCI peCh afinity k jejich cilovym RNA

2. Signal (S) detekovany mikrocipem je pfiblizné linearni se skute¢nym
mnozstvim cilové RNA v rozumnych rozsazich méreni (Affymetrix 2001),
hodnoty S transformované log2 maiji tendenci precenovat rozdil mezi dvéma
nizkymi hodnotami exprese, ale podcenuji rozdil mezi dvéma vysokymi
hodnotami exprese.
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FIG. 5.—
Dendrograms of 26
human and 26 mouse
tissues based on (a) 1
- Pearson's
correlation coefficient
r and (b) Euclidean
distance d of tissues..

Ben-Yang Liao, Jianzhi Zhang (2006) Evolutionary
Conservation of Expression Profiles Between Human
and Mouse Orthologous Genes . Molecular Biology
and Evolution, Volume 23, Issue 3, March 2006, Pages

530-540



The 1000 genomes
project

e Zahajen v lednu 2008, cilem bylo vytvoreni
co nejpodrobnéjsiho katalogu lidskych
genetickych variaci

* Zalozen na sekvencovani technologii Solexa
sequencing




AN covercs

Jaky je VI iV data Opinion | Published: 14 September 2010
sekvencovani Tackling the widespread and critical
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variabilitu mezi throughput data
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Evan Johnson, Donald Geman, Keith Baggerly & Rafael A. Irizarry
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Zjistili, ze se studovanymi biologickymi rozdily bylo
spojeno pouze 17% variability sekvenci, zatimco
neuveritelnych 32% bylo mozné vysvetlit datem, kdy byly
vzorky zpracovany.




Obsahuji mnozstvi Sumu (technicka i biologicka variabilita)
Nejsou skutecnymi hodnotami (koncentrace, pocty) sledovanych molekul
Pochazeji z komplexnich technologii, které byvaji velice citlivé na vnéjsi vlivy

Jejich predzpracovani pro statistickou analyzu je narocné a vysoce specifické pro dany typ platformy

Specifika dat z omics
experimentu
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Jejich predzpracovani pro statistickou analyzu je narocné a vysoce specifické pro dany typ platformy
Pocet vzorkl je mnohem mensi nez pocet sledovanych proménnych.

Zkoumané promeénné jsou casto korelované a maji mezi sebou komplexni vztahy (geny, proteiny...)
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Cile predmeétu

Podrobné predstaveni technologii a analyzy jejich dat od predzpracovani az po
finalni biologickou interpretaci.

* MikrocCipy: cDNA, Affymetrix, lllumina

* Proteomicka hmotnostni spektrometrie a gelova elektroforéza

Souvisejici doporucené predmeéty (povinné pro MBB)

* Analyza NGS dat — E5444 (podzim)

e Analyza non-target MS dat - E5020 (jaro)

* Detekce biomarkert z omicsovych eperiment( - E7527 (podzim)




Po absolvovani pfredmétu student/studentka:

Zna otazky, na které Ize odpovédét studiem genomickych a proteomickych dat.; « Zna vybrané technologie, které jsou zdroji vysokohustotnich
genomickych a proteomickych dat (typy DNA mikroc€ipt, arrayCGH, hmotnostni spektrometrie); * Zna typy dat produkovanych genomickymi a
proteomickymi technologiemi a jejich problémy z pohledu analytika; « Umi vyjmenovat obecné zakladni kroky analyzy genomickych a
proteomickych dat.; * Zna pro analyzu potirebné technické detaily technologie mikrocipi a hmotnostni spektrometrie.; * Rozumi zakladnim
metodam kvantifikace méreni téchto technologii a naslednym upravam jejich hodnot pfi vytvareni finalniho datového souboru.; « Zna specifické, na
technologii zavislé zdroje nezadouciho technického Sumu v datech.; * Pomoci grafickych nastroji a statistickych metod dokaze identifikovat
pfitomnost a zdroj tohoto Sumu v datech.; - Umi aplikovat statistické metody pouzivané pro odstranéni nezadouciho Ssumu.; - Dokaze proveést
transformaci zdrojovych dat (normalizaci); « Standardizuje méreni mezi jednotlivymi datovymi soubory.; « VVytvofi finalni datovy soubor pro dalSi
analyzy.; - Dokaze identifikovat a odstranit efekt davky (batch effect) v datech.; - PopiSe obecné principy analyzy genomickych a proteomickych
dat.; - Na zakladé biologického zadani spravné urci typ potrebné analyzy.; - Navrhne analyticky postup pro pfikladovou studii. ; « Na zakladé
biologického zadani spravné uréi typ hypotézy a metody jejiho testovani.; - Rozumi specifickym metodam porovnavani hypotéz, jako je SAM a
limma.; * Aplikuje testovani hypotéz pro uréeni odliSné exprimovanych genu/proteinu.; « Zna statistické metody predikce tfid a umi je aplikovat na
prikladova data.; « Zna metody dolovani dat pro predikci tfid a umi je pouZzit v genomickych datech.; « Zna pozitiva a negativa metod pro predikci
a umi se rozhodnout, kterou aplikovat.; « Aplikuje MAQC Il standardy pro tvorbu klasifikatort z microarray dat.; - Vybere a aplikuje vhodné
vicerozmérné regresni metody pro propojeni vztahu exprese gent/proteinti s dalSimi (napf. klinickymi) faktory.; « Na genomickych datech
provede analyzu preziti pomoci Kaplan-Meierovych odhadu a Coxova modelu proporcionalnich rizik.; « Zna princip a metody analyzy genovych
sad; * Zna princip a zakladni metody konstrukce genovych siti; « Aplikuje na modelovém prikladu nejbéznéjSi metody analyzy genovych sad a
pathway analyzy.; * Vyhleda vysokohustotni genomické a proteomické data ve verejnych databazich.; - Pouzije Fisherovu Z-transformaci a dalSi
meta-analytické transformace.; * Aplikuje meta-analytické metody sefazeni vysledku analyzy odliSné genové/proteinové exprese z vice zdroja.; ¢
Pracuje v SW prostredi R a Bioconductor pro Upravy a analyzu genomickych a proteomickych dat.; * Aplikuje vybrané baliky R a Bioconductor

a jejich funkce v upravé a analyze dat.;



