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Interdisciplinarni charakter biomedicinského vyzkumu — pfiklad onkologického vyzkumu
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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 + bunky)

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

Moc

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

Banky biologického materialu

archivace vzork( v parach kapalného dusiku pti teploté -160°C
K archivovanému vzorku nativni tkané

ulozen fixovany parablok=morfologicky korelat
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Odbér klinického materialu

Doba transportu na patologii
Fixace vzorku

Kontrolovana
archivace vzorku
DNA 4°C
Zaznamenadni 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 tkané (ultrazvuk, mechanicka, rotor-stator)

Lyze bunék (enzymaticky-proteinaza K, chemicky-SDS, EDTA, fyzikalné-zahfivani...)

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

.
-

H,0
4
/'G-

I—

Chaotropic Salt

Silie
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HFDHE: ﬂﬂ‘u’é!éﬂiﬂﬂ 5|||két Nﬁsenéuéinuzatimcn
kontaminanty protecou

Umistit na kolonku Centrifugace '| 3

I%
L Nuklzawe kys=liny

L 3

Sifica-gal membrana

Wi r . T Flow through
Krok 1: pfiprava lyzatu Krok 3: Promyvani s
\ 7 Centrifugace \ 7
Wash buffar 1 - i |
M Waler (2500 Wdler 720 s Nucleic acids ————§ o g*— Nuklzowe kysaling
+.++-+ I Flow through
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Stepd: Eluce nukleove kyseliny
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. = | -
\ F Centrifugace |9
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"l

— Elution buff=r
M Buffer AE (2-8°C) Buffer AE (-20°C) M
Nucleic acids

Elucni pufr wivari podminky
Zznemoinujicivazbu NK na silikat I

Nulkleowe kyseliny
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Spektrofotometricka kvantifikace a Cistota nukleovych kyselin

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

1" RNA dilution in water/TE

10

= = =400 ngil in water
= = =200 ng/l in water
100 ngiul in water
i s 50 gl in water
} \. —— 400 nghlin TE
7 i —— 200 ng/l in TE
100 ngdJlin TE
" s S50 ngilin TE

absorbance

D = MWW e @ - @
N

350 3

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

;Ml] m.
L] :,.J E\
J o\ jio | el
3 &03- :::: LED=
LT [ = 1w
L :: LM
L 530 (-1
4.08— m- bl
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: 394 4 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 zarizeni
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

Pre Region
Marker

20 - 5S Region

Huorescence

Inter Region J 285 Fragment
18S Fragment l

Fast Region Precursor Region

Post Region

Time {seconds)
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Integrita nukleovych kyselin

T = B il
‘ ladder || MR Intact RNA
* e RIN: 9.5
In 85 185 285 rRNA
. |
i
i
[LT] FEu () i ”’.l
| marker RIN: 5.6 SHiceeher degraded RNA
1 “ RIN: 2.8
i | - | |
il al |
Hald o
J |
| |
Al |
&i Lome _A_,M : i
L Ll |

3 nt
FIN 10.0 9.2 9.2 8.6 8.1 7.8 7.2 6.7 6.0 5.0 4.4 4.0
—
4000 - F 28 S -400
2,000 — 18§ -20m
1,000 - 1,000
500 - -50
200 — — _ oo
58
25— -2
L 1 4 3 4 3 L 7 & 9 Lo i 1z

The intensity of bands decreases with increasing degradation

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 11 Agilent 2100 bioanalyzer
threshold —

------

RIN above threshold
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Izolace RNA a vliv jeji integrity na analyzu expresnich profilQ

Vzorek ¢. 03/271 Vzorek €. 395-2001-1a ] - .
5 - 2 9l le 3 E|73 3 2 B
- - 2T B = @ dlm g & 5 |d 4 0@ o
RIN 2,8 RIN 8,4 Egaﬁaﬁﬁiﬁﬁ,ﬁﬂﬂﬁ
- S S 87| g 4|8 § 8 %
ES =
o
4000 —
. —— —— — — — —
2000 — —
1000 — = —
00 — e =
200 — =— B !
- = -~
20— —— — — — — — — — — —
L 2 3 4 5 5 7 g ¢ 1w 1112

03/271 395-2001-1a

[Fu] | [FUl—
|, 1060 |
501 f 'Il_ g T 50| | ||
. J iwsa o iree e

T 1 .I - I I
25 200 1000 4000 ] 35 200 1000 4000 (]

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

DA double helix ﬂ

o
—_—

1. Heat to 85 °C

Complementary
sirands separate.

. Cool to 5560 °C

complementary

sequence on the DNA,

. Heat to 72°C

DMA polymerase
extends the primers,
completing the new
DNA strand.

Original DMNA has
been replicated,

. Heat to$5°C

DNA separates into
single strands. Mow
there are four
templates available
for the polymerase to
copy.

virtualmedicalcentre.com
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Real-time PCR je zaloZzena na sledovani
pribéhu polymerdzové retézové reakce
(PCR) primo béhem reakce (tzv. ,v
redlném case") pomoci fluorescencnich
sond i barviv, které detekuji mnozstvi PCR
produktu béhem reakce zvysenim své
fluorescencni aktivity. Jeji vyhodou oproti
konvencni PCR je moznost presného
stanoveni vychozicho poctu kopii cilové
templatové sekvence DNA, Cili schopnost
kvantifikace. Real-time PCR se provadi s
pomoci pristroju zvanych cyclery, které
umoznuiji jak provadéni teplotniho
cyklovani, tak detekci fluorescence v
kazdém cyklu PCR.
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Real-Time PCR — nejpouzivanéjsi a nejstandardnéjsi metoda studia genové exprese

Pobmerization l,’f‘u - mﬁl{a’
= @0
S LR 5
5 — Nejcastéjsi zpusoby detekce amplifikacniho produktu
Fimes.
Strand Displacemen|
5 _ 3 [ L] f e o
DT 5 b ap c 4o ° e o
| - 5 3 B S
: TITITTTTT Lo . N
= \ ® 3 ® ™ ® ®
, : e o & @ :
Cleavage Q ::i :.'fr 3\. L .5 ’ ° @ .5
5 i 9 ® k
3 2220 T 0
p X )
A ®
. CRTTENZa%10n Q“ \'33 / »
3 LTI 77777777777 77 5 »
5. 3I v ’ . 4
il s 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

0.0 |
R,

00 |
670 |
a0 |
ps0 |

I a0 |

Jreshold 4 __ _

’

= |< 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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spravné navrzené primery jsou komplementarni
pouze k jedinné sekvenci

dasledkem je vznik pouze jedinného produktu,

do kterého je inkorporovano fluorescenéni barvivo

Spatné navrzené primery jsou komplementarni
k vice sekvencim

dasledkem je vznik vice produktd, do kterych je
inkorporovano fluorescenéni barvivo

na amplifikacni kfivce, jez je grafickym vystupem real-time PCR,
nelze pfitomnost vice produkt v jedné reakci rozeznat

narust fluorescence s
pfibyvajicim poctem
kopii amplifikované
sekvence

Fluorescence

Cyklus

Fluorescence

Cyklus

mnozstvi riznych produkd v jedné reakci lze viak rozeznat pomoci disociaéni analyzy,
jez je zaloZena na rtiznych teplotach tani (Tm) u odlidnych dsDNA sekvenci

pokles fluorescence
odpovidajici denaturaci
amplifikovaného
produktu

Fluorescence

Teplota

Fluorescence

Teplota
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Real-Time PCR — nejpouzivanéjsi a nejstandardnéjsi metoda studia genové exprese
2 -
= 10000 Absolutni kvantifikace
137 —k— 5000
—— 2000
o —=— 1000 32
1 31
20 NEZNAMY VZOREK
05 L Cr 29 |
23 |
0 . . . 2 |
u] 10 20 Ct 0 40 Zh T T }

CisL0 CYELU 1000 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

D Fuokbor-Giene - BlukA_B - [Rass Channel (Cying & FAM /S

= Fle Analvas Run Gan Wew UWindow Heb
O =
Kesd  <pen

Channek g
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,./j@?j? T 4
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iiutl ] nﬂ & @ ||[ ot rotor-Gene - Blusta_b .. [Ejmcrosf Fouseroint - u.. |

:}:Eﬂ;ﬂ#‘-ﬂ 14:43
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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 néjaky housekeepingové geny

jsou aktivni ve vSech burkach zajistuji zakladni funkce bunééného metabolismu:

syntéza nukleovych kyselin a proteosyntéza,transport Zivin 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 (napfr. 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 # ECM

i *

1. Convert Total RNA to cDNA.

e cell oycle

e IR WURIT
Lo RN AN

o i a0n

- -

cDNA 1 cDiNAZ ",
f

2. Add cDNA to RT® gPCR Master Mix & Aliquot Mixture Across
PCR Array.

www.appliedbiosystems.com www.sabiosciences.com
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High resolution melting (HRM) — analyza tani s vysokym rozliSenim

: - Normalized Melt Curves tE '\l :|
_ « - GHC I
1 CIT & GIA Large 4%
(0.5, avg. of 1.0°C) " _
AattuER R AN
2 C/A&GT Large 2006 e
(>0.5, avg. of 1.0°C) 5
3 c/G Small 9% i _
{0.2-0.5°C) % NN W
4 AT Very small 7% £
(<0.2°C)
;L '\f
Table 1. Human Single Nucleotide Polymorphisms (SNPs) Occurrence and Ty. ‘
= Sy
HRM can detect all SNP classes g : T
Reformation of Formétit_:ﬁ.lof - Normalized Melt Curves b - J:,‘ TR ::m::"m.f. I I T T

homoduplexes heteroduplexes
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/
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H 2w
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=
"
———— sl
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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
posthybridizacni detekce

© . Agilent cDNA

PR e Y
\ BEsAES

B Mergen HO5
s ) »

([T y/

i ) A
1l v
i 5 |
1 ¥
_._"’/, v
N GeneChip- array g
strand = 25 base pai

: *Ventana .t':lk—1

- - .w
Agjlent Human 14+
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DNA Cip (Affymetrix GeneChip U133A)

*
*
GeneChip U133A - DNA &ip \ ¥ R
~N " . \
Testovana NK . y CLRAE W

Sonda = fragment NK

Sum

Miliony kopii jedné sondy

Hybridiza¢ni jednotka

U133 set (A+B)
-33 000 lidskych
genU

-1 000 000 hybridi-
zaCnich jednotek

— Pfes 6 500 000
F | 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 cCipy — Agilent
2) oligonukleotidové Cipy - Affymetrix

Dle poctu sond
1) vyskohustotni DNA Cipy (celogenomové) — Affymetrix, Agilent, ...
2) nizkohustotni DNA cipy (stovky genl) — Eppendorf, Superarray, ...
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Vyroba cDNA CIPU

dvouvlaknové fragmenty komplentarni (complementary) cDNA o délce 300-400 paru bazi

cDHA knihovna

PCR amplifikace vloZené
cDNA pomaoci primeru
specifického pro dany

gen nebo vektor

Maneseni afikxace cDNA sond

cDNA EXPRESNi KNIHOVNA
MRNA -> reverzni transkripce
-> cDNA -> fragmentace

-> + univerzalni vektor

-> inkorporace do plasmidt
-> transfekce bakterii

-> uskladneéni bakterialnich
klond v jamkovych
destickach

->

->(1 bakterialni klon obsahuje
plasmid s jednim cDNA
fragmentem)
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Vyroba cDNA CIPU

Cipovac A)
Microarrayer
Spotter

‘\1*&""‘- a ‘-'::h

) i].. T uﬂ
|]|]mww i U

'/’/‘TT"W’; c Ca ﬁiﬂ"& '
BT

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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I) Kontaktni systémy
Vyroba cDNA CIPU a) bez zasobniku
- pIné hroty (solid pins)
b) se zasobnikem (250-1000nl)
- prepravi 0,25 — 5nl, coz vytvori
hybridiza¢ni jednotku 75-350um

Nanaseci télesa

Touch Move Vv prﬁméru
e ? e ? - $térbinovité hroty (split pins)
- pinzetovité hroty (tweezers)
Il) Bezkontaktni systémy
a) ,ink-jet” (kapacita az 10000nl)
g ’ - piezoelektricky (4-100nl)
jr::r il j;f 1 - elektromagneticky (0,05-10nl)
' ' , b) ,,bubble-jet”
- 9 9

1.28 x 1.28+ cm plocha Cipu
HJ ~100 um pramér separovany ~100 um.
(~ 5,000 — 20,000 probes)
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Vyroba cDNA CIPU

Povrchova uprava nosné 1) Kovalentni

plochy — hydrofébnich skel - Cip pokryt napf. modifikovanymi silany
majici aldehydovou skupinu. 5°-
konce sond jsou modifikovany a
nesou aminovou skupinu —
kontaktem vznikne pevna Schiffova
baze

1) Nekovalentni

- Cip pokryt napf. poly-L-lysinem, ke

Po naneseni sond — fixace: kterému se molekula cDNA vaze
napr. UV zareni elektrostatickymi interakcemi a
blokace: volnych mist vodikovymi mustky

montaz: cartrige



Vyroba cDNA CIPU
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Obr. &. 2. cDNA cip obs ahujici pres 25.000 hybridizacnich jednotek (HJ), k jehoz? vyrohé byl
pouiit pfistroj MicroSpot 2500 spolecénosti BioRobotics. Pritmér HJ pfiblizné 127 pm.
Vzdalenost mezi centry dvou HJ 190 pm. Prevzato a upraveno od BioRobotics.
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Excitace hyhridizacnich
jednotek dvéma las erowjmi
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

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
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Testovary vzorel
c.2

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

Cy5 Zvysena exprese genu

cDNA cCipovy experiment

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




oDNA Cipy - Affymetrix

-oligonukleotidové Cipy, jednovidaknové fragmenty NK o délce =25 bazi
FOTOLITOGRAFICKA SYNTEZA

GeneChip® - prostonowy pohled
oDMNA cip spolecnosti Affymetrix

|lr- 1

zetroj

/@_’\ T e e

EEEEN ‘EEEE R EEE T-m EEEEE
B~ - ool 1l

nosmy podklad sveflo prm:tm ooy W imasce a deaktiru-
se spojovac jEl:l‘llElIHl‘l [F= {7 {PL) na povrchu spojo- v

vacil Ha ty se navaze v dasim kroku apli-

kowvamna bdze {napr. T rovné? opatrena PL

-GA'!’[-"(E-I

25 GhTATDPEkDﬁﬁ--l-- Oy m ---'--
AGCTG RN 11 I I 10
TTCCG - < TTCCOWE T T OHOHO < TID

Pomoci odlismych masek jsou postupné deaktivovany PL zbyhich 1.28 x1.28+cm p|0Cha cipu
s;l:-{ujuu?c:u E: Eaﬂeﬂ‘;:imydmd wz?ﬂe{nukleutlgy HJ ~5 x5 um prdmér plocha
synteze libowvoln poctu sond je zapotrebi ovy poc ~
masek a prisiusmich Il'nlll kiterny od powvida mnozste nukl eotid ( mlhony sond na 6,500,000 HJ)

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:;:;Toit:r;ggebﬂigﬁigi&mer‘s) da ny’ gen->
- spread over the whole chip s .
- match-mismatch oligos reverznl tra nSkrlpce dO
digos mereh I MBI W NN sekvence cDNA

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

mRNA referencni
sekvence daného

PARRARARR
; ! genu

Z referencni mANA kazdého
penu je odvozeno 11 a2 20
refereninich a pannerskych
sond (oDNA) u&dﬂm 25
oligonukleotidi, Partnerské
sondy se od referendni i
hotovou mutaci v centraini
oblasti

Miliomy identickaich kopii
uwedenych sond jsou syniefi-
zovary fotolitogran

FEITITEIITITET «—

. fladl S5,
}

— | procesem a vty pRslusng
+—! referencni a parinerské
hybridi zacni jednotiey, Ty
l iS00 pro dany gen uspors
cldmy e shkuping

EMIOURS| |UIED A BYSIaUNEd

Referencni hybridizacni jednotka

-> fotolitograficka syntéza

prfimo na povrchu Cipu

~ mRNA reference
/

<«
N
N

[ — ————————
- e e 26 BE 9e e e X K e %

]

/ \ " DNA probe pairs
Reference sequence “

- TGTGATGGTGGGAATGGGTCAGAAGGACTCCTATGTGGGTGACGAGGCC

AATGGGTCAGAAGGACTCCTATGTG Perfect Match Otigo
AATGGGTCAGAACGACTCCTATGTG Mismateh Otigo

p Perfect mateh probe cells

Fluorescence lntensity [mlge y

Mismatch probe cells

Referencni a partnerské
sondy v

referencnich a
partnerskych
hybridiza¢nich
jednotkach.

LiSi se cilenou zaménou
jednoho nukleotidu v
centralni oblasti
(negativni kontrola).
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IVT, znaceni cRNA biotinem a posthybridizacni detekce

Reverse

cRNA

In vitro t

Muorescenéni latkou

T Sekundarni znateni T

a hyhridizace
. e
—— F_l_l_
e .
*
Testovany veorek Testovany veorek
é1 2

ion {IVT)

i Nuorescencnibo pozadi

Total RNA ————— "4 #
Izolace RNA / mRNA .
. : T7 Oligo(dT) Primer T
-> reverzni transkripce
TTTT-T7
-> ss-cDNA TTTT-77 2 hr
-> PCR syntéza ds-DNA ‘
"_\vnm-s
S T? prf)mlotory - el
-> linedrni amplifikace cDNA
a zaroven in-vitro ‘2 hr
reverzni transkripce , ,
ink i NTPs > s
sin orpor:flc.l e . dsDNA transcription template
(pseudouridin nesouci biotin -
hyo -neprima metoda)
£ v — -> biotinem znacena -
cRNA <alts 20 min
-> hybridizace RNAS
EXCess prmers
eachovang Jodim| oW
paprsken. Obecné je gen
= pmiﬂvﬂ‘lzam:pﬂnmw, RNA fragments with fluorescent tags from sample to be tested .
polud hodnota intenzity 5' AAAA-TT-3

emitovensho zifeniz TITT-T7-5'
jeho reforen chich jednotok
prewsuje po orecteni

dsDNA transcription template

hodnotu z jednotek

partn ch
‘4 -14 hr
fragmentace
3 ** +-UUUU-5'
* *
UUUU-5'
* T~ "+ UUUU—5'
Busiky / thaii biotin labeled cRNA

RNA fragment hybridizes with DNA on GeneChip
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Experiment s DNA Cipem

Microarray sample processing workflow

RNA User \
RNA quantitationiQC ‘/l Nanndrop

Agilent Bioanalyzer

Q Bioinformatics

Label Scan

Hybridization

Fluidics Station
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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, vyvojoveé stadium, fyziologicky stav,
teplota, kultivacni podminky, sledované experimentdalni 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 i
-odlisit nespecifické zmény
(stresové reakce), atd.
-kontaminace jinymi bunécnymi
populacemi

10 100,00 104 Fi

10,00

10,00

THP-1 Cantral
THP1 + PMA

&

0 100 100 10000 100,00 10 ] 1,00 10,00 iy
THP-1 Contral THP-1 Cantral
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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

Irv

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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