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Interdisciplinarni charakter biomedicinského vyzkumu — priklad onkologického vyzkumu

Radiolog

|

KIinick\’{ onkolog

Chirurg l
Patolog

Molekularnl biolog
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Biologicky material uzivany pro ucely molekularni mediciny

Tkan (nativni vs. fixovana — pf. FFPE-
formalin fixed paraffin-embedded tissue;
chirurgicky resekat, biopsie)

PIna krev (plazma + buriky)

Plazma (tekutina po odstranéni krevnich element(, obsahuje faktory hemokoagulace)
Sérum (tekutina nad srazeninou, bez faktor( krevniho srazeni)

Mo¢

Kostni dren, bronchialni aspirat, ejakulat,
bronchoalveolarni lavaz, kloubni tekutiny,
mozkomisni mok, sputum, stolice, vytéry...

Banky biologického materialu

archivace vzorku v pardch kapalného dusiku pfi teploté -160°C
K archivovanému vzorku nativni tkané

ulozen fixovany parablok=morfologicky korelat

e e o
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Odbér klinického materialu

Doba transportu na patologii
Fixace vzorku

Kontrolovana
archivace vzorku
DNA 4°C
Zaznamendadni casu podvdzani cév. RNA -70°C

Tzv. ischemické zdrZeni

Vysoké naroky na stabilizaci pfedevsim pri praci s RNA
Nejcastéji pouzivane stabilizacni ¢inidlo RNAlater

Cell Death/Enzymatic Degradation

mRNA copy number

Time

Sample collection
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Laserova mikrodisekce — nastroj k ziskani vybranych bunécnych populaci
laser capture microdissection (LCM)

(healthy cells) (healthy cells)

(tumour cells)
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Izolace nukleovych kyselin

Homogenizace tkaneé (ultrazvuk, mechanicka, rotor-stator)

Lyze bunék (enzymaticky-proteinaza K, chemicky-SDS, EDTA, fyzikalné-zaht¥ivani...)

RNA méné stabilni nez DNA! (homogenizace beta-ME, DTT)

Extrakce smési fenol-chloroform
Srazeni nukleovych kyselin alkoholem

Precisténi enzymy

Purifikace nukleovych kyselin chromatografii (adsorpce na silikat)

Before After
Adding Ethanol
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Krok 1: pfiprava lyzatu

M Water (2-8°C} Water (~20°C) M

2 o B e Y e e

=

M Buffor AE [2-8°C) Buffar AE (-20°C)
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Krok 3: Promyvani

\ 7 Centrifugace \ 7
Wash buffar 1 - i |
Nuclzic acids o Nuklzowe kys=liny

+.++-+ I Flow through
g ; o {diiscard)
Stepd: Eluce nukleove kyseliny
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Nulkleowe kyseliny
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Spektrofotometricka kvantifikace a Cistota nukleovych kyselin

Roztok dvouretézcové DNA ma pri 260nm absorbanci 1 pfi koncetraci 50ug/ul
Roztok jednoretézcové DNA ma pfi 260nm absorbanci 1 pti koncetraci 30ug/ul
Roztok jednoretézcové RNA ma pfi 260nm absorbanci 1 pti koncetraci 40ug/ul

1"

RNA dilution in water/TE
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& @ 0 gth

Proteiny maiji diky aromatickym aminokyselinam absorpcni maximum pri 280 nm
Pomér A260/A280 se ma u nekontaminované DNA pohybovat v rozmezi 1,8 az 2,0
Pomér A260/A230<1,7 indikuje kontaminaci chaotropnimi solemi a fenolem

Nanodrop ND1000 — umoznuje kvantifikaci pouze v 1ul vzorku
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Krivky z Nanodropu

E LED-
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F ]
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260/280: 1,96 260/280: 1,91 260/280: 2,09
260/230:1,75 260/230: 0,75 260/230: 0,67
Conc: 3944 Conc: 54,9 Conc: 111,4
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baze

Integrita nukleovych kyselin

% 285 rRNA
Agilent Bioanalyzer 2100 ;; 185 rRNA
Lab on a chip (LOC) technology 1 000
e Pomér 28S/18S ~ 2,0

200

Je miniaturiziované zafrizeni
implentujici kapilarni gelovou
elektroforézu pro ucely analyzy NK

pro nefragmentovanou RNA

80% rRNA
10-20% tRNA
1-5% mRNA
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Integrita nukleovych kyselin

45 - _ Inter Region j 285 Fragment
Pre Region 188 Fragment l
40 -
Marker
35 -
3.0 -
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E 25 - Fast Region Precursor Region
w
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= 15+ Post Region
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Integrita nukleovych kyselin

Ty = T =
L b ! “| marker !
| } |
i ladder i ! Intact RNA
.' i i RIN: 9.5 nt t
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RIN = RNA Integrity Number (0 — 10)

The RIN value: Schroeder et al, 2006
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Integrita nukleovych kyselin

Run standard experiment and use RIN to determine if sample integrity id sufficient:

: Isolation of total RNA

RIN I RNA-QC via
below j Agilent 2100 bioanalyzer
threshold

=]

RIN above threshold

bl
4
n
'
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Real-Time PCR — nejpouzivanéjsi a nejstandardnéjsi metoda studia genové exprese

AN

R Real-time PCR je zalozena na sledovani

YaYaVvay pribéhu polymerdzové retézové reakce
Cre (PCR) primo béhem reakce (tzv. ,v

MW redlném case") pomoci fluorescencnich

e L e sond ¢i barviv, které detekuji mnozstvi PCR

e produktu béhem reakce zvysenim své

. \'4 7 . . LV 4 7 .
= 1 e fluorescencni aktivity. Jeji vyvhodou oproti
I oo konvencni PCR je moznost presného
~ A oweme - Stanoveni vychozicho poctu kopii cilové
1 templatové sekvence DNA, Cili schopnost
® comoun. kvantifikace. Real-time PCR se provadi s
m , vz .0 , ,

[ s pomoci pristroju zvanych cyclery, které
_—— umoznuji jak provadéni teplotniho
MU gngesrands New , .

mewier . Cyklovani, tak detekci fluorescence v
— for the polymerase to
i kazdém cyklu PCR.

virtualmedicalcentre.com
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Real-Time PCR — nejpouzivanéjsi a nejstandardnéjsi metoda studia genové exprese

Pobmerization l,’f‘u - mﬁfa
= @0
S LR 5
5 7777 Nejcastéjsi zplisoby detekce amplifikacniho produktu
) o
Strand Displacemen|
5 _ 3 [ L] j e o
DT 5 e ap c 4o ° e o
' T e s R e o
*H'. \ ® 3 ® ™ ® @
, o ® o & @ .
Cleovage q‘ ﬁ : :i : ,?’ 3\. .. ‘k.E 3 = o 5
3 22220777 : 0
p X )
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Pohymerization Q _\'33 @ /
N a i aFaT]
SIS ETLS LTS LILL TS »
5 a' v s . 4
VAL LLLLLLTALIL LA AT A TTI Interkalacni barvivo SYBR green
Specifické TagMan sondy I — ]

Denaturacni kfivka kontrola specifity reakce
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Real-Time PCR — nejpouzivanéjsi a nejstandardnéjsi metoda studia genové exprese

nlm T +

R,

00 |
670 |
a0 |
ps0 |

T a0l

Jreshold A __ _

’

= |< Basellne

10 T

00

1) Baseline - fluorescencni signal je pod detekovatelnym limitem detektoru

2) fluorescence exponencialné narusta spole¢né s produktem amplifikace. Ovsem
spolecné s pokracujici amplifikaci se snizuje i pomér polymeraza : PCR produkty.

3) plateau faze - koncentrace vytvorenych amplikoni dosahne koncentrace 108
M, zastavi se exponencidlni rast, od koncentrace 107 M uz Rn dale nenarUsta.
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Real-Time PCR — nejpouzivanéjsi a nejstandardnéjsi metoda studia genové exprese
2 -
a1 0000 Absolutni kvantifikace
1.5 1 —k— 5000
—— 2000
ECE —s%— 1000
1 NEZNAMY YZOREK
05 - - |
|
. . . |
’ a 10 20 Ct z0 40 ] i i
CisL0 CYELU 10000  LogN 100000

Treshold (prahovy) cyklus C; —

cyklus, pti kterém Rn signdly za¢nou odpovidat exponencidlnimu rdstu mnozstvi amplifikacniho produktu
Pro ur€eni C; vyhodnocovaci software vypocitad primérnou odchylku Rn v nékolika prvnich cyklech a na
zakladé této odchylky rozpoznd naslednou zménu vedouci od baseline (kterou obvykle predstavuje asi
prvnich 15 cykld) k exponencidlnimu pribéhu

(treshold zména Rn je definovand jako desetinasobek primérné odchylky v baseline fazi PCR)

C; je zavislé na koncentraci DNA templatu, ucinnosti amplifikace a funkénosti fluoroforového systému.
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Vztah integrity RNA a Ct prahového cyklu pfi méreni stejného transkriptu v analogickém vzorku

0 Rokbor-Giene - BlukA B - [Rase Channel {Cycling & F8E /S]]
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Real-Time PCR — nejpouzivanéjsi a nejstandardnéjsi metoda studia genové exprese
Normalizace pomoci endogenni kontroly — relativni kvantifikace metoda A A Ct

Reference — obvykle néjaké housekeepingové geny

jsou aktivni ve vSech burkach zajistuji zakladni funkce bunééného metabolismu:

syntéza nukleovych kyselin a proteosyntéza,transport zZivin a jejich zpracovani, biosyntéza
cytoskeletu a organel (GAPDH, HPRT1, ACTB, B2M,....)

ACt1 = Ct (gen) — ACt (reference) — v kalibra¢nim vzorku (napf. nenadorovy strevna epitel)
ACt2 = Ct (gen) — ACt (reference) — v analyzovaném vzorku (napr. kolorektalni karcinom)

A ACt = ACt2 - ACtl

2-8ACt = [gen ve vzorku] / [gen v kalibratoru]

(pF. 3 znamen3, Ze normalizovana hladina stanovovaného genu je 3x vyssi v kolorektalnim karcinomu
nez v nenadorovém epitelu)

24¢tl = [gene]/[reference]

Rozdily v mnozstvi celkové RNA ve vzorcich a asi 20% chyba reverzni transkripce
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Real-Time PCR arrays
obvykle cilené na geny konkrétni signalni drahy nebo biologického procesu

o® .

stern cell ‘

The Experts in SYBR® Green Real-Time PCR

inflammation

i *

1. Convert Total RNA to cDNA.

cell oycle

e IR WURIT
Lo RN AN

ey

- -

cDNA 1 cDiNAZ ",
f

PCR Array.

3. Bun in Your Real-Time PCR Instrument.
Profia 1

1
111111111111

www.appliedbiosystems.com www.sabiosciences.com
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High resolution melting (HRM) — analyza tanl s vysokym rozlisenim

CIT&GA

(=0.5, avﬂ of 1.0°C)

2 C/A&GIT Large 209
{=0.5, avg. of 1.0°C)

3 CiG Small 9%

{0.2-0.5°C)
4 AT Very small 1%
[<0.2°C)

Table 1. Human Single Nucleotide Polymorphisms (SNPs) Occurrence and Ty.

HRM can detect all SNP classes

Mutated DMA

Fluorescence

55C

Mormal DA /EB— ARCACECOICRCFALFCFCIACEOIACE
.5 AFCRCgrECpCtatPagciacgolcg
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O%-metylguanin-DNA metyltransferaza (MGMT)
v predikci odpovédi na [éCbu temozolomidem (TMZ)

L e
T’ .
1 gen MGMT
Promotorova oblast exprimovan
l —_—

Nemetylovany

GBM s metylovanym promotorem MGMT

*Neni reparacni protein DNA - MGMT
*Nejsou opravovana poskozeni DNA indukovana ucCinkem temozolomidu

*LepSi odpovéd na léCbu
LepsSi preziti pacientl s glioblastomem
© Ondfrej Slaby, 2009
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Obr.

Relativni signal (%)

Allele 1 (methylated) Allele 2 (unmethylated)
m
---ACTCCACGG---TCCATCGCT--— ---ACTCCACGG---TCCATCGCT---
—=~TGAGGTGCC-~-AGGTAGLGA~—~ ---TGAGGTGCC---AGGTAGCGA---
Bisulfite treament
Alkylation
Spontaneous denaturation
===AUTUUAUGG===TUUATCGUT === -==AUTUURUGG===TUUATUGUT=~~
—-—TGAGGTGUU-—-AGGTAGCGA-—— -——TGAGGTGUU--—AGGTAGUGA-—-

\/

Non-methylation-specific PCR
Methylation-specific PCR

Differentiation of bisulfite-generated polymorphisms

1: Normalizované krivky tani promotoru 'pro MGMT

100

907 GBM 11

80 -

70 - GBM 07

60 -

50 -

404 GBM 09

30 -

20 -

10 -

0 GBM 17
T I T I T T T I T ) ) T I
73 74 75 76 77 78 79 80 81 82 83 84 85

Teplota (°C)

Kalibraéni vzorky s 0 %, 10 %, 25%, 50 %, 75 %, 90 %, 100 % metylovanou DNA
Glioblastomové vzorky GBM 07, GBM 09, GBM 11, GBM 17
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Prediktivni vyznam metylace MGMT u pacientt s multiformnim glioblastomem
— odpovéd na nové alkylacni agens temozolomid

Stav metylace promotoru genu pro reparacni protein MGMT stanoveny metodou HRM

Nemetylovany promotor, Vy$Si hladiny MGMT, VySSi DNA reparacni kapacita (- prognosticky faktor)
Metylovany promotor, NizSi hladiny MGMT (+ prognosticky faktor)

A B
100 —— non-methylated
----- methylated —— non-methylated
----- methylated
g
80 -
£ S
5 =
£ £
s 2
= 60+ P =0.0201 2 P =0.0054
= -
s (=%
E ®
" =
=
S 40- 2
L= w
c =
% =
@ ]
g 3
g 7 = T H
a ! _ -
L :
! i
1 i
0 T ' T T T T 1
0 30 40 0 10 20 30 40 50 60 70
Time (months) Time (months)

Slaby et al., Cancer Science, 2011
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DNA microarrays (Cipy) — definice a ukazky

Miniaturizované zarizeni nesouci na svém povrchu imobilizované fragmenty
nukleovych kyselin v presné urceném usporadani. Tyto fragmenty jsou
sekvencné derivované tak, aby mohly specificky hybridizovat s testovanym
genetickym materidlem, ktery je predem specialné oznacen za ucelem
posthybridiza¢ni detekce

© . Agilent cDNA

Pl e Y
\BEsAES

B Mergen HOS
7 = ]

([ y/

Ul y 7
1l v
2 v
1 .
.._'.’// Al_"‘
__.=-—*// Zﬁ
n GeneChipe array g
strand = 25 base pi

: *Ventana .t':lk—1

- - .w
Agjlent Human 14+




DNA Cip (Affymetrix GeneChip U133A)

»
Ll

GeneChip U133A - DNACCip

Testovana NK

Sonda = fragment NK

Miliony kopii jedné sondy

HybridizaCni jednotka

U133 set (A+B)

-33 000 lidskych

genU

-1 000 000 hybridi-

zaCnich jednotek
— Pres 6 500 000

2F ‘ hybridizaCnich jednotek
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Zakladni déleni DNA Cipu

Dle charakteru detekce

1) pasivni — pracovni podminky pro vSechny hybridiza¢ni jednotky
jsou stejné — Affymetrix, Agilent

1) aktivni — pracovni podminky kazdé hybridizac¢ni jednotky Ize ovliviiovat
individualné — Nanogen

Dle typu sond

1) cDNA cipy — historicky Agilent

2) oligonukleotidové Cipy — Affymetrix (25mers),
Agilent (60mers)

Dle poctu sond
1) vyskohustotni DNA Cipy (celogenomové) — Affymetrix, Agilent, ...
2) nizkohustotni DNA Cipy (stovky genll) — Eppendorf, Superarray, ...
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Experiment s DNA Cipem

,  femmour =R  mRa Filbar
— o P Wuimctidns | Trasseripticns ~  |sser
Phasu DA — -
Eampla Purfication RT GCouplng Hytridimtion Scanning

and analyslx
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Izolace RNA a vliv jeji integrity na analyzu expresnich profilQ

Vzorek ¢. 03/271 Vzorek €. 395-2001-1a ] - .
5 - e 8l |e 3|E|2 3 58 3
- - B2 B o0 8 dlmlg &) 2 |6 4 @ o
RIN 2,8 RIN 8,4 Eggﬁaﬁﬁiﬁﬁ,ﬁﬂ@ﬁ
= =S 8 °|° g g|8 § 8 ¢
= 2
o
4000 —
M — — — — — —
2000 —  —
100 — — f
00 — =
200 — =— | !
- = -
20— —— —— — — — — — — —
L 2 3 4 5 5 7 8 g 10 1t 12

03/271 395-2001-1a

[Ful | [FUT—
| P 8 100 |
501 J.' ! g% PP 50| | ||
o ey [ — ol L

| : e
25 200 1000 4000 [nt] 250 1000 4000 [nt]

Jako minimalni RIN vzorku
¢ =0,4412 ug/ul ¢ =0,2412 ug/ul byla stanovena hodnota 7.
A260/A280=1,93  A260/A280 = 2,03
A260/A230=1,79 A260/A230 = 1,82 RIN = RNA Integrity Number (0 - 10)
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Excitace hyhridizacnich
jednotek dvéma laserovymi
paprs ky. Intenzita zareni
emitovaného odlisnymi
fluorochromy odpovida
ohsahu testované (Cya) a
referenéni {Cy3) cDNA na
pris lusné jednotce.

Pomeér Cyd/Cy3 je wyjadren
v pseudoharevném

Dvoubarevny Cipovy experiment (cDNA,Agilent)

zohrazeni
T
Hybridizace
Cy3- Smichani Cy5-
) referencni testovana
Syntéza cDNA cDNA
jednoviaknové
I:D I"I.Iﬂl., E“Eﬁﬂﬂé Jh—!“_r-m_l__rﬂ'.'l"r'l'ﬂ _._'?r;:—ll—.;”
od I i fluores. ) . TTITITTT N :
cencnimi latkami g TTTTTTTT A & TITTTIT
Ly3 a Lyd ' )
Buriky / tkan /
referencni a E
vZorek

Testovamy vzorek
i1 meho referencn

Strana 31

Testovary vzorel
c.2

8
Cy5 Cys
Cy3 Cy5 cCy3 Iogz[cﬁ] 4
—+-200 [10000]/50.00] 564 |IN 2
4800| 4800 | 1.00 000 |IN 0
49080 300 | 003 | -491 | 2
Cy3 SniZena exprese genu 4
8

Cy5 Zvysena exprese genu

U cDNA ¢ipu hybridizujeme na
jednom Cipu znacenou ss-cDNA
ziskanou z testovaného a
referencniho vzorku.

Proto je nutno kazdou ss-cDNA
oznacit rozdilnym fluorochro-
mem. Standardné: referencni
ss-cDNA je Cy-3 —zelené a
testovana ss-cDNA Cy5 -
Cervené

Po hybridizaci nasleduje vymiti
prebytecného materidlu a
Cteni (skenovani) Cipu pomoci
fluorescencniho skeneru

© Ondfrej Slaby, 2009
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Obr. €. 1. A} Pohled na vykonnou éast cipovaciho pristroje spolecnosti Cartesian Technologies.
Detailni snimek na: B) pracovni hlavu osazenou nanas ecimi télesy (NT) a C) kontaktni NT -
stérbinovity hrot.

http://cmgm.stanford.edu/pbrown/mguide/index.htmi
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Oligonukleotidové DNA cCipy — Affymetrix — vyroba
syntézou in situ

-oligonukleotidové Cipy, jednovidaknové fragmenty NK o délce =25 bazi
| GeneChip®-

prosto nowy pohled
oDMNA cip spolecnosti Affym etrix ;

o Sy
/ "-n., / maska podkiad

BEom T—-

E5058 55588 > oHOHESS e 11000
§9988 798998 T X19eeS

nosmy podkad swvetlo prochazi otwory w masce a deaktivu-
se spojovac jEl:l‘llElIHl‘l [F= {7 {PL) na povrchu spojo- v

vacil Ha ty se navaze v dasim kroku apli-

kowvamna bdaze {napr. T rovnéZ opatfena PL

.....
.....

25 GhTATDPEkDﬁﬁ--l "] - g = EEEEE
AGCTG _ LLn | | LLnl
TTCCG =l TTCCOE TTOHOHO-f X TTOOO
Pomoci odlismych masek jsou postupné deaktivovany PL zbyhch 1.28 x 1.28+ cm p|0Cha Cipu
spojovaci a nasiedné aplikovamy dosud nepouzité nukleotidy. HJ~5 x5 pum prumer plocha
K smtéze libovoln&ho |:|n|:lu sond je zapotrehi takowr pocet (~ m|I|ony sond na 6,500,000 HJ)
masek a prisiusmich Il'nlll kterny od powvida mnozste nukd eotid

v jedné sondé {29 nasobendm poctern bazi (4.
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Affymetrix GeneChip

v, . MRNA sekvence daného
PRIPRAVA OLIGONUKLEOTIDOVYCH SOND

genu -> virtualné

Probe Design

Combining databases, empiric knowledge

vyselektovano 11-20

specifickych

o] useki reprezentujicich
Probe set: : :;J:;:;Toii:r;glaebﬂigﬁigi&mer‘s) da ny’ gen->
- spread over the whole chip 7 .
- match-mismatch oligos reverznl tra nSkrlpce dO
digos merch I JHC MBI W NN sekvence cDNA

oligos mismatch ... . . . D . . D .

-> fotolitograficka syntéza

mRN A& referencni vs ve
iy Selvence dancho Primo na povrChu cipu
4 ' fenu
~ mRNA reference
) = = /
g R — T £ referencni mRNA kazdého 3
= FEF A 4_5 wenu je odvozeno 1 as 20 5 w7 = ;-; — ;;
-§ ' ' £ refereninich a pannerskjch N N Referenéni a partnerské
= #  sond (oDNA) 0 déice 25 V4 . ndv v
B & oligonukleotic. Partnerské / W DNApobe s sondyv
8 E; Z} % % sondy se od vlerencriis TGTGATGGTGGGAATGEGTCAGAAGGACT\CCTATGTGGGTGACGAGGCC referencnich a
2 iyt bodovou mutaci v centraini .
gﬂ}' :"‘ y 7 +{2 oblagti AATGGGTCAGAAGGACTCCTATGTG B Mach Osgo partr_le.rskvyc’h
£ g Miliony identiciojch kopi AATGGGTCAGAACGACTCCTATGTG Mismsich O hybridizacnich
- 1 l = uvesdenjich sond jsou Synefi jednotkach.
B zovany fotolitografickym v Petect masch probe cele Lisi se cilenou zaménou
'ﬁ - Dmmm aml n“d“snﬂ Fluorescence lntensity [mage . .
2 +— & relerenini a partnerské - jednoho nukleotidu v
| ool e e el S contrsini oblast
jsou pro dany gen uspora _
dény ve skuping : (negativni kontrola).

Mismatch probe cells

Strana 33 © Ondfej Slaby, 2009



Uvod do molekuldrni mediciny 2/12

IVT, znaceni cRNA biotinem a posthybridizacni detekce

Reverse

In vitro t ion {IVT)

Hyb

Hyhirid izaéni | edn otky jsou
excitovany jednimlaserowm
paprskem. Obecné je gen

H  povabnvan za esxprimovanyg,
polud hodnota intenzity
emitovensho zifeniz

jeho referenénich jednotek
prevysuje po odedcteni

§  Nuorescencnibo pozadi
hodnotu z jednotek

partn ch

Muorescenéni latkou
a hyhridizace

T Sekundarni znateni T

+ .
@ - Builey / thids

Testovany veorek Testovany veonek
é1 2

— .

Izolace RNA / mRNA
-> reverzni transkripce
-> ss-cDNA

-> PCR syntéza ds-DNA
s T7 promotory

-> linedrni amplifikace
a zaroven in-vitro
reverzni transkripce

s inkorporaci NTPs
(pseudouridin nesouci biotin -
-nepfima metoda)

-> biotinem znacena
cRNA

-> hybridizace

RNA fragments with fluorescent tags from sample to be tested

~” RNA fragment hybridizes with DNA on GeneChip

.
T7 Oligo(dT) Primer

TTTT-T7

fragmentace

5I/—\_/_ '
Total RNA Sl

TTTT-77

TTTT-T7 ‘2 hr

B T —AAAAS3
3 TITT-T7-5'
cDNA
5" AAAA-T7-3'
EL TTTT-T7-5'
dsDNA transcription template
enzymes
salts 20 min
RMNAs
eXCcess primers
5 AAAA-TT-3'
TTTT-T7-5'

e
dsDNA transcription template

‘4-14 hr

3'm UuUU-5'

* ok
I T~ _+ruwus
\ * ok *
I T~ " ues

* %
biotin labeled cRNA
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Faktory ovlivnujici Cipové analyzy
heterogenita souboru pacientd, kvalita vstupniho materialu,
rozdilnost Cipovych platforem, validace vysledku

Biologicka variabilita = charakteristika individua nebo systému
(geneticky zaklad a jeho variace, vyvojové stadium, fyziologicky stav,
teplota, kultivacni podminky, sledované experimentalni podminky, atd.)

Biologickou variabilitu odlisit od technologické variability

(zpracovani a nanaseni vzorku, Cipy a jejich vyroba, znaceni cDNA,

hybridizace, RNA a cDNA amplifikace, skenovani a skener)

odlisit -pozadi od biologicky dilezitych genl véetné téch

exprimovanych na nizké Urovni o | e A
-odlidit nespecifické zmény S
(stresové reakce), atd. - . e,
-kontaminace jinymi bunécnymi

populacemi

04 04

THP-1 Cantral
THP1 + PMA

/
N 4

] 1m0 1,00 10,000 1m0.0m
THP-1 Contral

10 10 1.0 10,000 10.0m
THP-1 Cantrol
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Take home

Interdisciplinarni charakter biomedicinského vyzkumu
Biologicky material uzivany pro ucely molekularni mediciny
Odbér klinického materialu (stabilita, archivace)

Laserova mikrodisekce

Izolace nukleovych kyselin

Kvantifikace a stanoveni kvality nukleovych kyselin
Real-Time PCR (definice, zptsoby detekce, absolutni a relativni kvantifikace)
Real-Time PCR arrays

DNA ¢Cipy (definice a zakladni ¢lenéni)

cDNA cipy

oligonukleotidové cCipy

Faktory ovliviujici ¢Cipové analyzy

wrv

Napln pristi prednasky

Moderni metodické pristupy v molekularni mediciné Il — faktory ovliviujici Cipové analyzy,
zakladni statistické pristupy k analyze Cipovych dat, dalsi Cipové technologir SNP Cipy, CGH
Cipy, mikroRNA Cipy, ChiP—on-chip, vyuziti genomiky pro molekularni klasifikaci nadorovych
onemocnéni, jak navrhovat studie a jak Cist publikace — vyhody a limitace genomickych
metod
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