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Trend: More Microarray Applications
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Komparativni genomova hybridizace (CGH)

« Soucasna hybridizace dvou vzorki DNA znacenych odliSnymi
fluorochromy na normalni metafazni chromozomy fixované

na podloznim skle
— DNA pacienta (nadorova)
znacena zelené (FITC)
— kontrolni DNA (DNA zdravého jedince)

znacena cervené (TRITC)

Nelze detekovat balancované translokace a inverze, obecné
zmeny pfi nichz nedochazi ke kvantitativni zmenam

b oW

21

% % i *— Tg
7 7

Unbalanced Translocation

Balanced Translocation
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Princip chromozomové CGH
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e vizualizovan pomoci fluorescenéniho mikroskopu

e pro kazdy fluorochrom je obraz sniman kamerou do pocitace

e specidlni softwarovy program zméri intenzitu obou fluorochrom( podél
kazdého chromozomu

e vysledkem analyzy: CGH profil - pomér intenzit signalt obou fluorochrom?
— pomeér 1 = nedoslo k zadné kvantitativni zmeéné
— pomeér <0,75 = delece

— pomeér >1,25 = duplikace, amplifikace
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Genomova array CGH (aCGH)
Minulost — cDNA arrays for CGH
RozliSovaci schopnost array-CGH zavisi

Plivod genomovych sekvenci DNA pro aCGH  rsvé na typu pousitého vektoru,

YAC [Yeast Artificial Chromosomes] (0,2-2 Mb) Xek;jdci':‘o:zio:;:évzzlm?fove vyss
BAC [Bacterial Artifial Chromosomes] (300 kb)

PAC [P1-derived Artificial chromosomes] (130-150 kb)
plazmidd (30-45 kb)

Soucasnost — oligonukleotidové arrays CGH (0aCGH)
tiling arrays — prekryvajici se préby, 10 bp

Resolution Coverage
a Cytogenetics Karyotyping > 10 Mb Complete
SKY >2Mb Complete
Traditional CGH > 2 Mb (cytoband) Complete
FISH {interphase) = 20 Kb Probe Specific
FISH (metaphase) = 100 Kb Probe Specific
b aCGH BAC 100 Kb {Spectral Genomics - 2 Mb) Complete
cDNA 2 Kb Genes Only
Oligo (60-mer) 0.06 Kb Complete
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Genomova array CGH (aCGH)

Re nce Test DHA T =materidl gained in test gemame
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Array-CGH analysis

1 Mb array-CGH (NMC BAC-array with 18.000 DNA spots)

6 Kb array-CGH (Agilent oligo-array with 244.000 DNA spots)
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CGH v onkologii

kolorektalni karcinom

20 primdarnich tumord

Karcinom hrdla délozniho

20 primarnich tumor(
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Trend: More Microarray Applications

RNA
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SNP Cipy

Za geneticky polymorfni je povazovan znak s nejméné dvéma geneticky
podminénymi variantami v jedné populaci, které se nachazi v takovych
frekvencich, ze i zfidkava ma frekvenci alespon 1%.

SNP = single nucleotide polymorphism, jsou jednonukleotidové polymorfni znaky
Celogenomové mapy SNPs jsou dostupné ve webovych databdazich (~6 milionl)

Mezi lidmi je pFiblizné 99,9% shoda v sekvenci DNA

Zbyvaijicich 0,1% nas Cini jedinecnymi (jak vypadame, nemoci, kterymi budeme
trpét, ...)

Priblizné 1 SNP per 1.000 bp

90% genl obsahuje alespon 1 SNP
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Affymterix SNP Cipy
Mapping 10K array => Mapping 100K array => Genome-wide Human SNP array 5.0

(500K) => Genome-wide Human SNP array 6.0 (1.8 million, SNP, CNV)

Figure 1: Overview of the Genome-Wide Human SNP Assay 5.0/6.0.
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Affymterix SNP Cipy

How the GeneChip® HUSNP™ Array Calls Genotypes

A , , ,
4 | - 0 | +1 | +4 e HJ dané alely:
[TITF .1 ramA nanafy (17T Y ran
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Trend: More Microarray Applications
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ChIP-on-chip technologie

kombinace chromatinové imunoprecipitace a cipové technologie

= genomic DNA
M 0 _—= vm m:u:’>
cross-link #
and shear &

=
o purify,
ChlIP-on-chip wet-lab portion of the workflow amplify,
and label
hybridization
<__,—00

ﬂ
L

fluorescence lag

To answer:
which genes are
regulated by a
known TF/DNA
binding protein

DNA microarray

Discover protein/DNA interactions!! Napr. Agilent Technologies...
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Technologie Cipl k detekci methylace CpG oblasti

TR xS
s-methyl-cytosine

Sanication
b

}"\ ~ f‘ﬁ
Immunoprecipitation with % &
anti-5-methyl-cytosine antibody
L]

Hybridize to tiling array
v

at3e 3dae

Identify methylated cytosine e e " "
ACross genome S —— ATTCGCGCTTAAGGCC TGO TGCGCATATAGCGLA ——3°

Napr. Agilent Technologies...
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Trend: More Microarray Applications
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Technologie exonovych cipu

axoi 1 e 2 exon 3 e 4

pre-RNA Transcript —w
N\

Isoform 1 Isoform 2 Isoform 3
[ | || || ]

Conventional Array Probes
[ ]

All Exon Array Probes

1
il b

UmozZnuje detekci, i novych, sestrihovych variant znamych genii
Affymetrix GeneChip® Human Exon 1.0 ST Array
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-omics Mania

biome, cellomics, chronomics, clinomics, complexome, crystallomics, cytomics, cytoskeleton,
degradomics, diagnomics™, enzymome, epigenome, expressome, fluxome, foldome, secretome,
functome, functomics, genomics, glycomics, immunome, transcriptomics, integromics, interactome,
kinome, ligandomics, lipoproteomics, localizome, phenomics, metabolome,
pharmacometabonomics, methylome, microbiome, morphome, neurogenomics, nucleome,
secretome, oncogenomics, operome, transcriptomics, ORFeome, parasitome, pathome,
peptidome, pharmacogenome, pharmacomethylomics, phenomics, phylome, physiogenomics,
postgenomics, predictome, promoterome, proteomics, pseudogenome, secretome, regulome,
resistome, RNome, ribonome, ribonomics, riboproteomics, saccharomics, secretome, somatonome,
systeome, toxicomics, transcriptome, translatome, secretome, unknome, vaccinome, variomics...

An omics is a neologism referring to a broad field of study in biology, ending in the
suffix "-omics" such as genomics, proteomics or Interactomics. The related
neologism '""omes""' are the objects of study of the field such the genome or

proteome, respectively ("'omes' stems from the Greek for 'all’, 'every’, 'whole' or
'‘complete’).

Strana 18 © Ondfej Slaby, 2009


http://omics.org/index.php/Neologism
http://omics.org/index.php/Biology
http://omics.org/index.php/Genomics
http://omics.org/index.php/Proteomics
http://omics.org/index.php/Interactomics
http://omics.org/index.php/Genome
http://omics.org/index.php/Proteome
http://omics.org/index.php?title=Greek_language&action=edit

Uvod do molekuldrni mediciny 5/12

Omics Pathway version 1.0 oo

€ Expressomics =2
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Different -omics sciences describe many levels of biomolecular organization
— but if used in isolation may give misleading inferences about the system!!!

It’sa

.

a Snake!

Fig. 1. The blind men and the elephant. Poem by John Godfrey Saxe (Cartoon originally copyrighted by the authors; G. Renee Guzlas, artist).
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JEDEN GENOM, DVA PROTEOMY
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PROTEOMIKA

From 220 publications in the previous millennium (‘94-'99)
To 21,350 (!!!) publications in this millennium (‘00-'05)

GENOMICS 81975 Y e ¥ Y
PROTEOMICS 36494 proteomics 886,000 hits (2004)
4,700,000 hits (2005)

Dl:HHS_
D m s

1 198 199 20 20 AR AB AH
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Co je to proteomika?
Proteomika je obor, ktery se zabyva systematickou analyzou proteinu
z hlediska jejich identity, mnozstvi a funkci

Proteomika X Genomika

MarcWilkins, 1994

PROTEiny exprimované genOMem
Exprese

Proteom .

+posttranslacni modifikace
+alternativni sestiih

+alternativni zavinuti

»Souhrn vsech proteinli vdaném organismu »Souhrn vsech genli v daném organismu
» Lidské télo obsahuje miliony proteint » Lidsky genom obsahuje 20-25.000 genl
» Exprese proteinll v rdmci jednoho organismu se lisi »Genom je konstantni celek
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Narust diverzity proteint Nucleus

\

Posttransla¢ni modifikace

l Transcription

Primary Transcript

RM& Processing

Pfipojeni funkénich skupin (acetat, fosfat, lipidy, cukry)

Modifikace amino skupin

Strukturni zmény (tvorba disulfidickych vazeb, proteolytické stépeni)

Alternativni sestiih

\7\79’!"’!“\7

Alternativni zavinuti

Demethylation —l Demethylation —l /
|
Methylation |

|
| |
I . Vé o
i i C D o Alternativni sestifih
(_cuva[mgj_ |

Methylation : -
_ _ _ Repressing || Fibosome
' 9 i Methylation
| oo il Frn
!
I

\\ HMT inhibitors ,
\\ ! ? , Phosphorylation -
k27 , &ni i l Translation,
'_

Transport

Posttranslacni modj|fikace

s . Acetylation 5 :
N terminal tail ynthesis
: 18 Inhibution \ \
— ! R
T G sy | PROTEIN
| (Activating) | | (Activating) | 4—/
| | | | ) Vg ° ’
|”°*‘CC T C =1 Alternativni zavinuti
: ‘L Deacetylation I : Dephosphorylation :
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Pristupy k proteomickému studiu

Podle cile:

proteomika analyticka, strukturni, funkcni, ...
Podle zpulsobu provedeni:

proteomika diferencialni, high-throughput...

High-throughput proteomika je zamérena na rychlé ziskavani udaji o
pritomnosti bilkovin, coz je dllezité zejména pro screeningové ucely ve
zdravotnictvi, zemeédélstvi, kontrole potravin atd.

High-coverage proteomika se zabyva ziskavanim udaji o sekvenci
aminokyselin v€etné post-translacnich modifikaci bilkovin scilem co
nejvysSiho pokryti primarni struktury (tj. stanovenim poradi co nejvyssiho
poctu aminokyselinovych zbytku vbilkoviné), coz je dulezité pri studiu role
bilkovin v Zivotnich procesech.

Strana 25 © Ondfej Slaby, 2009



Uvod do molekuldrni mediciny 5/12

Pristupy k proteomickému studiu

Funkcni proteomika

se zabyva nejen funkci bilkovin, ale zejména studiem komplexnich biologickych
procesU, jejichz pochopeni ma zdsadni vyznam pro studium vyvoje organismu ci
mechanismu a lécby nemoci.

Shotgun proteomika je obecny postup pro identifikacebilkovin, kdy je neseparovana
smeés bilkovin nejprve enzymové rozstépena na smés peptidu, které jsou nasledné
separovany vhodnou metodou (nejcastéji HPLC) a potom sekvenovanytandemovou
MS (Casto jsou vyuzivany i nespecifické enzymy napf. Proteinasa K).
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Obecné schéma klasického proteomického experimentu

Separace smeési bilkovin

\ 2D-elfo, chromatografie LC, a jejich kombinace

Vybér protein
pro indentifikaci
N

S ) ) i Enzymatické ¢i chemické
Stépeni vybranych roteinG Stépeni spotl nebo LC frakci,

a Cisténi peptidl Cisténi

Méreni presné hmotnosti/naboje peptidd o )
oFipadné jejich fragmenti Ziskani hmotnostnich spekter

N

Identifikace proteinu

Porovnani hmotnostni sady peptid( s udaji dostupnymi v databazich.
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Priprava vzorku pro proteomické analyzy

Mocovina, thiomocovina —

chaotropni Cinidlo, zvySeni rozpustnosti,
denaturace bilkovin
Redukcnicinidlo(DTT) —

redukce disulfidickymGstklih 6 M urea

télni tekutina
L bunécna suspenze

vzorek
2M thiourea
2% 0OG
100 mM DTT/ 5mM TCEP
protease inhibitors phosphatase inhibitors

za ,,subproteom(”
cytoplasma, ribosomy: diferencialni centrifugace
membranova frakce: diferencialni centrifugace, extrakce detergenty
(TX-114) nebo extrakce Na2CO3
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Dvojrozmérna gelova elektroforéza (2D-ELFO) — SEPARACE

Izoelektricka fokusace SDS-PAGE o
T1T__ 1T 11T T 1 | |
> vy vy L\
pI © S (@)

Detekce proteinu v gelu: MW o

= i

.4.; : - | '®)
' ~ . PROTEIN MAP =
| RURPR SIS (S R SDS-PAGE (Sodiumdodecylsulfat—polyakrylamidova
Coomasie Blue Stiibfeni elektroforéza elektroforéza)
(0.1-0.5ug) (2-10 ng) Bilkoviny se rozdélujina zakladé jejich MW
Problémy s MS Zaporné nabité SDS tvofi komplexy s bilkovinami a stini naboje proteinu
Fluorescence (1,4g SDS :1g proteinu). SDS udéluje proteinim uniformni naboj na
IEF jednotku hmotnosti

Celkovy naboj proteinu(net charge) je sou¢tem vsech jeho negativnich i pozitivnich naboju.
Kyselé a zasadité skupiny jsou v protonovany a deptrotonovany v zavislosti na pH okoli.
Amfoterni molekula (bilkovina) v elektrickém poli v gradientu pH migruje do bodu, kde je jeji
celkovy naboj rovny nule.

pH tohoto bodu odpovida izoelektrickému bodu (pl) dané bilkoviny.

Strana 29
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2D-ELFO

i ’ LR i
( -t i
¥ H Solubilize proteins = ®
Condition A from cells E— Heductmn
o ﬂ = i+
= ow D and all-:.:.liatlm
B o= %]
e @ lsoelectric focusing an
- 1 ®
LIMITACE 2D-ELFO!!!! Condition B narrow- oF broad-range pl strips SDS-PAGE
Bilkoviny s extrémnim pl {first dimension) {second dimension)
Biloviny nad 150 kDa Staining
Ohromny koncentraéni rozsah (ng/l az g/l) ; g!ﬁmsi&
Membranové(hydrofobni) bilkoviny 3. Fluarescent
4. Autaradiography
Mass spectrometric 200
o oy, o~
identification of spots s | . . f o ~atff— AN >
as shown in Figure 1 "y, vy . 0] s . W,
Excision of Sﬂﬂtﬁ of interest Condition A Condition B
Image analysis

Pandey & Mann Proteomics to study genes and genomes
NATURE | VOL 405 | 15 JUNE 2000 |
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Diferencialni dvojrozmérna gelova elektroforéza (2D-DIGE)
H""“"“’g VYBER PROTEINU

D ATGA
0 ° o . ® .

£ e = e -
1L P g ]

Labal with ey »

tyus . o e ° °
H .H:m o
Mi mplu ° e ° ¢
— o] —_— O - .
l_ Id wlecinophore sis © o ®
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=X J o
o
o o
® o
- © °
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Softwarové vyhodnoceni 2D-gelu
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“You've got one protein misaing...”
“No, you've one extra protein!”
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Schéma - shrnuti klasického proteomického experimentu

@s prote@ 1. Separace
2D-PAGE

2. Izolace @Oﬂivé pr@
Stépeni trypsinem
Peptidy
4. Sekvencni analyza 3. Hmotnostni analyza

Fragmentace pepth Hmotnostni spekroskopie
- e motnostni spektra
Sekvence peptidu ( . D
peptidu

5. Porovnani s
databazi

@ifikace proteﬁ)
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Hmotnostni spektrometrie (Mass Spectometry - MS)
IDENTIFIKACE

Separace latek podle rozdill hmotnosti (m) a
naboje (z) s vyuzitim elektrického /
magnetického pole.

Urcovanou fy2|kva}In| vellc!no’u je podil t\[n(?ty a lons formation Separation Detection
naboje (m/z), pfi znalosti ndboje umoznuje

< i |:> :::7 ion detector
urcit molekulovou hmotnost. ion source mass analyzer
Vysledné hmotnostni spektrum - grafické ﬁ : @

7 v 7 v o . o v z
znazornéni ¢etnosti iontd na hodnoté m/z 5‘ | ‘ | ‘ <=1 pata System

. Sample Introduction 3

IONTOVE ZDROJE & m/z

v v e p mass spectrum
Potreba vysuseni a ionizace analyzovanych

molekul - mékké ionizacni techniky (ESI,
MALDI) - méreni makromolekularnich latek
(proteiny, lipidové komplexy, polysacharidy)
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Techniky ionizace - elektrospray (ESI)

jemna technika ionizace, nezpusobuje fragmentaci analytu
vzorek rozpustén v tékavém organickém rozpoustédle
rozprasovan pomoci nabité mikrostrikacky
odparovani rozpoustédla - molekularni ionty vstupuji do spektrometru

Rozpoustédlo/ Pufr‘ _|_a |
i s |
ESI Jehla Vstupni  Vyhfivand Iontovy
(6 kv) ofvor  Kkapildra Svazek
(0-50 V)
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Techniky ionizace—Matrix-Assisted Laser Desorption lonization (MALDI)

Smichani vzorku s matrici
vysuseni na kovové desticce
Matrice (kyselina nikotinova,
dihydroxybenzoova)

- absorbuje energii laseru

- usnadnuje odpareni

Time-of-flight
Mass Analyser

Pulzed laser beam

Extraction grid

/

Desarbed “plume’ of
matrix and analyte ions

4 = fnalyte
Matrix
® = Cation {e.q. Ma* or H*)

- predava naboj analytu

2000 PAUL GATES
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Typy analyzatori MS — nejjednodussi Time of Flight (TOF)

Urychleni iont( v elektrickém poli o definovanych vlastnostech
m/z |ze urcit z doby letu iontu trubici analyzatoru

LASER M1 > M2 > M3

Ekln - 1/2 mV2
1 2 3
. &—e > LINEAR

DETECTOR

ION
Uacc 5 /a% %

Dalsi typy analytatort — IT (ion trap-iontova past) Q3 (trojity kvadrupdl
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Peptidové mapovani (Peptide Mass Fingerprinting — PMF, MS a MS/MS)
Identifikace proteint z roztoku a gelu
Srovnani MS peptidového spektra s informacemi v databazich (AMK sekvence -

MALDI-

Interpretace MS dat
Programy : Mascot,
ProteinProspector

[Abs. Int. *10~ 3]

TOF

= L e e s oo < o IR R=CRCT AP
Coogle |G v Goegd B - €Y sodoaicw B 257 boded
fhieg - v [temch - ¥ Werein ko - [ Bk Poplin (Dbkedwd] <5+

| Mt Soieron - Marcck - Prsde Mass Pt

CUENS

O Check =y Aabolik « ] BuoF | Serd b
cde
R-B

FMATRIX
ISCrENCE.

MASCOT Peptide Mass Fingerprint

1093.477
5.0 [ o22-a%0 1 PHSHPALTPE OKKELSDIAH RI Your name | 1ands Email [=andaBuscht css ez
51 TEEHBFRFYEQ LLLTADDEVH PC Search thie [rowen1
55 101 GGEVVGEIEVDE GVYPLAGTNG ET) Dotsbase M08 =
151 LEIGEHTPSA LATHMEHAHVL AR Taxonsmy  Homa sapiens (Fruman) A
= 201 CQYVTEKVLA AVYKALSDHH I i P ki it =
Fxad [aperyd i) - Varlabde | omidated (C-tarm) ~
acl 251 ATVTALERTYV PPAVTGVTFL 50 modifications Lacatyl (N-tarmr) modiotions: |amidaced (Procain Camn)
acaryl JProtein M-t Anvreniz-ioss (N-emm O
= 301 YGRALOAGAL EAWGGEEENL Eif Amidatad Procein Ctam) Bt N tam) .
.07 14 351 RASESLFISH HAY Frofein mass Mz Peptidetnl. £ 100 [pom
25 ——— Hoss values ©wre Om, O Mgmolsobeglc 3 Awwroge O
' 113 Data fe [P
e 2 s
ressoz S n
ara gnoradil e 33
2.5 "’.mel 1783.60 &
1341 556 - _
2.0 L A it - 10 ;
" Databaze:
3421353
1.0
e NCBI
’l l ]l S i t
Dﬂ—m wl.l, LL L. hlald hai} .lli l. A LJ. s h Wlsspro
. 1 U::IU 1 Elﬂﬂ 1 4::][] 1 E::IU 1 lllﬂﬂ Eﬂlﬂﬂ EEIUU Eﬂlﬂﬂ
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Tandemova hmotnostni spektrometrie
sekvenovani peptidovych fragmentu

Sample Preparation

e e
Gel Electrophoresis

tryptic digestion
cleaves protein at
R and K residues

kvantifikace peptidd v MS modu: SILAC
(Stable isotope labeling by amino acids

J MS/MS analysis n Ce”. (.:UIture) . yo L
(peptides are fragmented kvantifikace peptidd v MS/MS médu: iTRAQ
in mass spectrometer) (Isobaric tags for relative and absolute

guantitation)

- - < * -1y . &
MS Analysis .J.-. .‘. t!g - ...;I
' l l i l
Peptide Mass Fingerprinting MSIMS Peptide Sequencing Spectra

{PMF) spectrum
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Tandemova hmotnostni spektrometrie
sekvenovani peptidovych fragmentu

vicekrokova separace na zakladé m/z (multiple MS)
-fragmentace urcitého iontu: Post Source Decay (PSD), Colission Induced
Disociation (CID) - fragmentace pfi kontaktu s inertnim plynem (dusik, helium) v kolizni cele

Collision

El Photon
Es| Surface
Post Source Decay (PSD) % MALDI %
PFi vyssSi energii laseru -
rentace pent P =) =)
fragmentace peptidu W L™
MS1 MSs2

LASER
(kolize mezi ionty analytu) I iy
I P P @ :'":“ Frecursor Product

ion ion

100 DETECTOR REFLECTOR

o F3
Peptide fragment > 80 B P
Sequencing- metoda EGO K

e S 40 PSD SPECTRUM
pro sekvenovani % %
peptidu 200I a0 b
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ProteinChips and SELDI (Surface Enhanced Laser Desorption/lonization)
Kvantifikace proteinu P4 CIPHERGEN'

byla definovana na pocatku devadesatych let The ProteinChip® Company
1) je rozSifrenim MALDI-TOF-MS
2 metoda desorpce a ionizace netékavych

5
latek \
3) meéreni proteinl v linedrnim maddu aktivni A\

ucast povrchu Cipu pri extrakci, prezentaci

ProteinChip Arrays  ProteinChip Reader ProteinChip Software

a strukturni modifikaci daného vzorku » Separation » Detection » Analysis
Wi . 8 .t I
ii . T P i AL 2 g T T
i e G e
hydrophobic anionic cationic IMAC normal phase

Rozdily mezi metodami MALDI a SELDI a——dn—ui—uLL___MLLAJUQ

1) v prvotnim zpracovani samotného vzorku : o
“ PCA I "

Relative Intensity

(inertni versus aktivni povrchy)

2) softwarové vyhodnoceni ziskanych dat “Twormallll NITONL DT & AREH
(hleddni biomarker) }:::! I “I“' I f =| { llI=|

Mass/Char ge
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Proteinové profily ziskané metodou SELDI umoznuji rozdélit
pacientky s karcinomem prsu do skupin analogicky jako u DNA Cipu

F
1
E
.
1
]
i
it
i
=
€ B I A
i
:,)é
.i::.' A L L L B R R S R TR L L B e e LR SR w
:-‘- mmw W LR MW W N EEEE N AEEEEE O m R N " mEEE =N RN SEEE Vék >80
Sj' " s® 5o omom " . w - - - L] Vék = 45
g‘; §OEE RN BEEE BB S N § B GEEE E e 8 sEEmeEs s & - . e s Velkost nddon < 20 mm
g‘ -- W - 8w - - - - . -w " "mam = - Velikost nadoru = 30 mm
‘,IL L] " o o mE - L] [l - N W W EEEEEE Lobuldmi nados
% Ll LI - LA - L] L] - = - - = L Jamum
I3 B EEEEE S GEeEE B8 8 . S . L] ER pazitlvni
% = we % mam " am . - o oma ' ER negativni
¥ - o - .= Hes-2 amglifikace
%" s smm " am - . [ *Triple-negathn®
i“ - L WEE ER W GEEESEIENSSE | EESEE SEE  NAEESE 8 R R @ % e 8 we e mes wes wmE o MUCT ging pozitivni
;I';" - . - .. - . . - L] Cytokeratin 56
- nebo 14 pozitivni

Brozkova et al., 2008
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Proteinové arrays

- Protilatkové microarrays : kvantitativni array vazba proteinu na imobilizovanou
protilatku - detekce sendvicovou metodou (fluorescencné znacena protilatka)

- Reverzni array : spotované lyzaty probované vzdy jednou protilatkou

Funkcni array — spotované purifikované proteiny probované fluorescenc¢né znacenou
latkou (protein, DNA, jiné biologicky aktivni molekuly)

; Y ¥ ¥ Py :
| ’. .
” @ ﬂ 1‘ < I.) o
| 1| | e
Functional array Quantitative array Reverse-phase array . ®
&
: . : . . : &
Incubation with Incubation with Incubation with
fluorescently labeled |JI'CItEiI'| proteins and detection antibody
or small molecule detection antibodies

@OJ l Y| WFY

Functional array (uantitative array Reverse-phase array
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Tkanové arrays (Tissue MicroArrays - TMA)

Annotation

TMA construction TMA sectioning
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Take home

Komparativni genomova hybridizace (CGH)

Genomova array CGH (aCGH)

SNP Cipy

ChlP-on-chip technologie

Technologie CipU k detekci methylace CpG oblasti
Technologie exonovych Cipu

Proteomika

Obecné schéma klasického proteomického experimentu
Dvojrozmérna gelova elektroforéza (2D-ELFO)
Hmotnostni spektrometrie (Mass Spectometry — MS, ISE, MALDI, SELDI, TOF, tandemova MS)
Proteinové arrays

Tkanové arrays

Napln pfisti prednasky

Molekuldrni epidemiologie — definice a vymezeni oboru, identifikace molekularnich rizikovych faktord
vzniku a rozvoje onemocnéni, analyza vztahu molekuldrnich faktor( a vlivl prostfedi na rozvoj
nadorového onemocnéni, vyznam molekularni epidemiologie u karcinomu plic a kolorektalniho
karcinomu

Molekuldrni farmakologie | — cilena lIé¢ba — vyvoj novych IéCiv = identifikace novych molekuldrnich cild,
vysokovykonny screening, tkanové kultury, transgenni zvifeci modely, pomér rizik a prospéchu,
ekonomicka a eticka hlediska pri vybéru identifikovanych cilu a vyvoji novych léciv
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