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Poziadavky

- Ulohy v priebehu semestra (5 bodov)
- skupinovy projekt (15 bodov)
- pisomna skuska (20 bodov)

- Uspesné absolvovanie: 21 bodov z toho 10 z projektu
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Kapitola I.

Soucasné vyzvy genomiky a proteomiky
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Vyznam studia genomiky a proteomiky

= V biologii sme sa znalostami dostali na najmensie jednotky, ktoré maju
komplexny biologicky vyznam

= GENY a PROTEINY, dalej su uz len nukleotidy a aminokyseliny a este
nizSie uz len mensie molekuly a atobmy a ... subatomarne Castice.

= Studujeme zlozenie molekdl, ale hlavne ich funkcie v organizme

Genomika je veda zaoberajuca sa Studiom suboru génov v bunke (genom)

Proteomika je veda zaoberajuca sa Studiom suboru proteinov v bunke
(protedm)



Gény

= Geény podmienuju fyzicky vzhlad organizmu a jeho
schopnost adaptacie na prostredie v ktorom zije a jeho
pomalé i nahle zmeny (stres).




Adaptacia na prostredie

= Odolnost baktérii na antibiotika podmienena mutaciami.

= Adaptacia na extremne podmienky - zivot vo vesmire, v
sopke, sirnych pramenoch, vriacich pramenoch a mrazoch

do -70

Rozdiely medzi organizmami su podmienené rozdielmi v
genome (kompletna sada genov obsiahnuta v kazdej bunke
organizmu)




Geény Il

Ako to potom, ze sa lisia aj bunky v ramci jedného organizmu
navzajom, ked maju tu istu sadu génov?

Tieto rozdiely su désledkom odlisnej aktivity génov a ich
produktov, proteinov a funkénych RNA molekul



Genomika a proteomika v BIOLOGII
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Dekodovanie genomu u roznych druhov

4

Mbzeme Sstudovat

U

rozdiely v genéme/proteéme
jednotlivych druhov

4

studovat tak evolucné prepojenia

a vytvarat fylogenetické stromy

Protein

4

aktivitu génov a proteinov
organizmov v rozlicnych
podmienkach

4

Mo&zeme pochopit spravanie
parazitov aby sme odhalili
mechanizmy ich prispbésobenia
hostitelovi, pripadne Studovat
bakterie a ich mechanizmy
prispOsobenia extrémnym
podmienkam ...



Genomika a proteomika v MEDICINE

Studium genetickej podstaty dediénych i ziskanych chordb
4

Mobzeme Studovat
3 3

Genetické mutacie, a iné Rozdielnu aktivitu génov a
genetické/genomické aberacie proteinov u konkrétnych choréb v
spOsobujuce choroby porovnani so zdravym
iy organizmom
Sme schopni
korelovat’ funkciu produktov

jednotlivych génov s ochoreniami
CHOROBA <~ GEN (Y)

iy 4
f Pochopit podstatu ochorenia
4
%ﬁ Najst najvhodnejSi spbsob lieCby

(cielena liecba),
Protein prevencie a diagnostiky ochoreni
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Gény a ochorenia l. - priciny

Downov syndrom, hemofilia, cysticka fibréza, svalové dystrofie,
rakovina...

Dedicné i ziskané, u niektorych staci jedina mutacia v patricnom géene
a vznika choroba, u inych potrebne viaceré genetické zmeny:

Zmeny v strukture DNA:

= Mutacie v strukture jedného génu (jednonukleotidové
polymorfizmy, delecie, inzercie, amplifikacie nukleotidov)

= Aberacie celého génu, alebo Casti chromozému (delecie,
translokacie, inzercie, amplifikacie)

= Aberacie celych chromozémov

Zmeny v expresii a aktivite génov a ich produktov
Zmeny v posttranslacnych upravach proteinov

Genomika a proteomika v MEDICINE "



Geény a ochorenia ll. - mutacie

Bunky v organizme sa stale obnovuju a delia, replikujuc zakazdym cely
genom na nukleotid presne. To nie je pri velkosti ludskeho gendmu 3.2
bilionov nukleotidov jednoduché.

Preto existuje mnoho kontrolnych mechanizmov:
= na opravu poskodenej Casti DNA
= pre spravnu distribuciu chromozémov v procese mitdzy/meidzy

= pre pripadnu apoptozu (regulovanu smrt bunky) v pripade
nezvratnych zmien

= apod...

Genetické aberacie vznikaju zlyhanim kontrolnych mechanizmov

Genomika a proteomika v MEDICINE "



Gény a ochorenia lll. — aktivita génov

Nielen mutacie, ale aj nespravna aktivita géenov mbze viest k vzniku
chorob.

V Tudskej bunke kazdu chvilu prebieha obrovské mnozstvo procesov,
prepisuju sa stovky génov a neustale sa vytvaraju proteiny, na zaklade
vnutornych a vonkajsich podnetov.

Tieto podnety su regulovane stovkami requlacnych mechanizmov, zas
zalozenych na proteinoch.

Chyba v jednom z mechanizmov méze takisto skoncit’ vyvinutim
choroby.

Genomika a proteomika v MEDICINE "



Gény a ochorenia IV. - zhrnutie

= Co spdsobuje ochorenia — protein(-y) a iné funk&né molekuly, ktoré
maju zmenenu svoju funkCnost!

= PriCiny nespravnej funkcie:

mutacia v prislusShom gene, spdsobujuca v désledku zmenu v
sekvencii aminokyselin proteinu a tym jeho:

= nefunkénost’
= nadmernu aktivitu

zmeny v mechanizmoch kontroly expresie daneho proteinu, ktory je
nasledne produkovany

= v nedostacujucom mnozstve
= v nadmernom mnozstve

zmeny v postranslacnych upravach a sekundarnej/terciarne;
strukture proteinu

Genomika a proteomika v MEDICINE "



Ustredna dogma molekularnej biologie

Prepis Preklad )
DNA -> mRNA -> protein

Preklad
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Co skiimame v genomike a proteomike

= U génov mbézeme skumat ich
= Struktaru a zmeny v nej — sekvencia nukleotidovA, C, G, T
= Mnozstvo — Ci su alebo nie su pritomné a v akom pocte kopii
= Aktivitu — Ci sa gen prepisuje do mRNA a v akom mnozstve

= U proteinov skimame
= Zlozenie — z akych aminokyselin
= Struktaru — ako su retazce peptidov usporiadané do 3D Struktar?
= Mnozstvo — Ci su alebo nie su pritomné a v akom mnozstve
= Funkciu — modelovanie, identifikacia aktivnych vazobnych miest

= Dal3ia faza je modelovanie komplexnych bunkovych systémov —
proteinoveé interakcie, bunkové drahy, regulacné a metabolickeé siete...



Metody studia genomu a proteomu

Klasicke metody molekularnej biologie a cytogenetiky:

= metdody skumajuce len jeden alebo niekolko genov a proteinov v
jednom experimente:

= PCR, RT-PCR, real-time PCR
= FISH (fluorescence in-situ hybridization)
= gélova elektroforéza, ...

Vysokopokryvne metody molekularnej biologie:
= schopné skumat tisice molekul v jednom experimente....
... ako vznikli?



Od Watsona & Cricka po Leroya Hooda

a na konci boli:
automaticke sekvenatory DNA a proteinov
automatické syntetizatory DNA a proteinov



Nové moznosti

Sekvenatory umoznili rychlo dekodovat
sekvenciu génov a proteinov

Znalost presnej sekvencie umoznila navrhovat' Specifické
genové sondy a syntetizator umoznoval ich rychlu a
automaticku vyrobu.

Otvorili sa dvere pre nove, vysokopokryvné technologie,
schopné analyzovat tisice genov/protelnov Y Jednom
experimente! =




Zhrnutie prvej casti

. Velka Cast rozmanitosti zivota vratane ochoreni sa zrejme
da obsiahnut' studiom funkcie genému a proteému

. V sucCasnosti existuju specialne vysokopokryvné metody
(high-density methods), ktoré umoznuju skumat tisice
genov a proteinov v jednej vzorke a jednom experimente

. Tieto metody produkuju obrovské mnozstva dat a
vyzaduju sSpecializovanu statisticku analyzu



Kapitola Il.

Technologie studujuce genomiku a
proteomiku
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Vysokopokryvné metody |.

Analyza genomu (od nukleotidovych sekvencii po uplne anotovany
genom)

= Analyza struktury

= Analyza expresie

= Porovnavacia genomika
= Regulacia gendmu

Analyza protedmu (od hmostnostnich spektier — cez komplexné
struktury proteinovych zhlukov - po analyzu funkcie proteinov)

= Analyza struktury
= Analyza expresie
= Analyza funkcie

Modelovanie komplexnych systémov — proteinove interakcie, bunkove
drahy, regulacné a metabolicke siete...



Vysokopokryvné metody Il.

= Analyza gendmu (od nukleotidovych sekvencii po uplne anotovany
genom)

Analyza struktury — DNA sekvenacia, Chip-seq. WES (whole exome
sequencing)

Analyza expresie — MikroCipy, SAGE, MPSS, Expressed sequence
tags (ESTs), RNA-seq, ...

Porovnavacia genomika — aCGH cCipy, SNP polymorfizmy,
alternative splicing arrays, fingerprinting

Regulacia gendmu — CHip-on-chip

= Analyza protedmu (od hmostnostnich spektier — cez komplexné
struktury proteinovych zhlukov - po analyzu funkcie proteinov)

Analyza struktury: Proteinova sekvenacia

Analyza expresie: Hmotnostna spektrometria, Proteinové
microarraye,

Analyza funkcie: Modelovanie makromolekularnych systémov —
odvodzovanie vlastnosti z atbmovych interakcii

= Modelovanie komplexnych systemov — proteinove interakcie, bunkove s
drahy, requlacné a metabolické siete...



Data vysokopokryvnych metéd I.

= Moderné vysokopokryvné technoldgie produkuju obrovské tabulky

komplexnych dat
MikrocCipy

M Expresia 10 000 — 100 000 transkriptov u 100 — 1000 vzoriek

MASS - hmotnostna spektrometria

A B
1500 2000 2500 3000 1500 2000 2500 3000
x | 20632 - 21432
15 | " ’
10 | SR 10 163.2 |
il _Jqﬁr JUI
[} ENPURIIEVIL i . - TN
i ] 1983 m[ 1983.
30 = = é‘ J
20 8 £ 2‘1
o !
o I ; !
o 1967.2 ..Jl 1967.
» o l
20 T .
10 fy ‘J, : A
y = 1
Sekvenacia DNA —— e

BTEITES Sasi M MELIRS R ELIELAE M Tisice spektier proteinov — GB datové stibory

\ M _,." LRTAT A 1 ol N \ j }
NVaVWAVE YA Y A v VA
NP K\ \ J AN I AN
1030 1040 1050
e ¢ o

.........

n‘ﬂniH \ HH l ||| ﬂ T
B

i II‘“'nl I,.\_\_.-"III .,|| I""n'l I-.II'. . \\'\-' A ,".'.I , e, . .
ot XU FJ bl | l,x__, /I M Geném s bilibnmi nukleotidov B



Data vysokopokryvnych metod Il.




Datovy subor z vysokopokryvnych experimentov
— pohlad biologa

"In principle, the string of genetic bits holds long-sought secrets of human development, physiology
and medicine. In practice, our ability to transform such information into understanding remains
woefully inadequate”.

The Genome International Sequencing Consortium, "Initial sequencing and analysis of the human
genome,” Nature 409: 860-921 (2001)
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‘’adanie ihiel v kopach sena?




Datovy subor z vysokopokryvnych
experimentov— pohlad matematického biologa

@
1. Priprava a vykonanie experimentu v 2. Extrakcia a uprava dat
laboratériu
iwﬂm-\ i - ﬁf;‘: > { by .
ChiP-gn-chip wit-lab portion of the warkflow :i ;,:%LH .

3. Statisticka analyza dat
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Dolezite!

Velka Cast rozmanitosti zivota vratane ochoreni sa zrejme da obsiahnut
studiom funkcie genému a protedmu a ich vztahu

Biologia a medicina sa v suCasnosti nezaobide bez studia genetiky a
proteomiky

V sucasnosti existuju Specialne vysokopokryvné metody, ktore
umoznuju skumat' tisice génov a proteinov v jednej vzorke a jednom
experimente

Biologovia a lekari produkuju v suCasnosti obrovské mnozstva
genomickych a proteomickych dat, ktoré vyzaduju Specialne metody
analyzy

Biologovia a lekari su Specialisti vo svojom obore ale tato praca im

zabera vSetok Cas. Obvykle nemaju Cas studovat statistiku a analyzovat
svoje data

Databazy su plné genomickych a proteomickych datovych suborov, ale
je relativne malo odbornikov, Co ich analyzuju



Vysokopokryvné metody — co si priblizime

Podrobnejsie si predstavime technologie:

= MikrocCipy:
= Expresné: cDNA, Affymetrix, lllumina
= aCGH Cipy

» Hmotnostna spektrometria

= Analyza RNA-seq — v samostatnom kurze



Vysokopokryvné metody — co si priblizime

Podrobnejsie si predstavime technologie:
= MicrocCipy:

= Expresné: cDNA a Affymetrix

= aCGH Cipy



Kapitola 11.1.

Technologie studujuce genomiku a
proteomiku

MikrocCipy (microarrays)
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Datovy subor z high-density experimentov—
pohlad matematického bioléga

1. Priprava a vykonanie experimentu v
laboratoériu

. N—




Technika mikrocCipov

MikrocCipy— biotechnoldgia simultanne porovnavajuca biologické
objekty (molekuly, tkaniva) na zakladé ich imobilizacie na jediny
podklad do oblasti (spotov) ktoré jsou pravidelne usporiadané do
riadkov a stipcov.

Podklad: sklo, gel, parafin, ...

MikroCipy pre genom alebo protedm:
E—

= Proteinové mikroCipy




DNA mikrocCipy

Séria kratkych DNA sekvencii imobilizovanych rovhomerne na
podklad, pouzivana na detekciu DNA alebo RNA (obvykle vo forme
cDNA) vo vzorkach. NajCastejSie aplikovana na:

= meranie zmien v hladinach génovej expresie (gene expression
profiling, detekcia RNA - cDNA) - expresné arraye

= detekciu strukturnych zmien gendmu (SNPs- jednonukleotidové
polymorfizmy alebo zmeny v pocte kopii génov) — arrayCGH, SNP
arrays

Taktiez sa uspesne pouziva na detekciu vazbovych miest proteinov na
genome (ChIP-on-chip), detekciu alternativneho zostrihu (exon
junction arrays) a takisto na presnu detekciu neznamych a
nepredikovanych transkriptov alebo alternativnych foriem zostrihu
(tiling arrays)



Sonda (probe)

Kratke DNA sekvencie (oligonukleotidy) na microarray skliCku sa
nazyvaju sondy, anglicky probes

Kazda oblast DNA (obvykle gén), ktoru chceme skiumat

Sondy su navrhnuté tak, aby boli pre dany gén/oblast’ Co
najspecifickejSie

Microarray slide
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Zakladny princip

@
= Fragmenty DNA/cDNA zo vzorky sa sparuju s komplementarnymi sondami na
microarray skliCku a tym sa imobilizuju.

= |mobilizované molekuly DNA, ktoré boli predtym oznacené fluorescenénym
farbivom sa potom daju detekovat pomocou UV skenera a kvantifikovat tak
mnozstvo mMRNA/DNA s danou sekvenciou pritomnej vo vzorke.
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