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Studium procesu probihajicich v zivych
organismech

TOXICITY TESTING IN THE 21ST
CENTURY: A VISION AND STRATEGY

US National Academy of
Sciences (National
Research Council, 2007)

Toxicity Pathways j_' ) Targeted Testing

Posun zakladniho paradigmatu
od sledovani apikalnich efektt
u testovanych organismu ke
studiu naruseni fyziologickych,
biochemickych a bunécnych
procesu

Toxicity Pathways Targeted Testing

- Evaluation of perturbations in toxicity pathways
rather than apical end points.

- Testing conducted to evaluate metabolites,
assess target tissues, and develop
understanding of affected cellular processes at
genomics level.

- Limited types and duration of in vivo studies,
focusing on up to 14-day exposures.

- More extensive testing for representative com-
pounds in novel chemical classes.

* Emphasis on high-throughput approaches using
cells or cell lines, preferably of human origin.

- Use of medium-throughput assays of more inte-
grated cellular responses.

-> definovani tzv. ,toxicity
pathways“

MUNI|RECETOX




Studium procesu probihajicich v zivych organismech
- noveé vedecke discipliny

Toxikogenomika — objasfiuje funkce
genu a jak je cely genom zapojen v
biologickych procesech

., Genom/
Genomika

DNA
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Studium procesu probihajicich v zivych organismech
- nové vedecke discipliny

DNA

l transkripce

., Genom/
Genomika

U, . f’ — Transkriptom /
Transkriptomika

A

Toxikogenomika — objasfiuje funkce
genu a jak je cely genom zapojen v
biologickych procesech

Transkriptomika — sledovani exprese
populaci genu - hledani rozdil v
genové expresi

(za rdznych podminek, v rdznych
stadiich vyvoje, v riznych organech,...)
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Studium procesu probihajicich v zivych organismech
- nové vedecke discipliny

., Genom/
Genomika

DNA

l transkripce

y MU . Transkriptom /
Transkriptomika

l translace

» Proteom/
Proteomika

PROTEIN

Toxikogenomika — objasfiuje funkce
genu a jak je cely genom zapojen v
biologickych procesech

Transkriptomika — sledovani exprese
populaci genu - hledani rozdil v
genové expresi

(za rdznych podminek, v riznych
stadiich vyvoje, v riznych organech,...)
Proteomika - analyza  proteinu
organely, buriky, tkané Ci

extracelularnich tekutin
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Studium procesu probihajicich v zivych organismech
- nové vedecke pristupy/discipliny

., Genom/
Genomika

DNA

l transkripce

- i — TranSkriptom /
Transkriptomika

l translace
PROTEIN »  Proteom /
Proteomika
biochemické
lprocesy
METABOLIT — ,@ et 9 Metabolom /
Py }‘7 Metabolomika

Komplexni (necilené) x cilené pristupy

= targeted x nontargeted analyses

P
<

Toxikogenomika — objasfiuje funkce
genu a jak je cely genom zapojen v
biologickych procesech

Transkriptomika — sledovani exprese
populaci genu - hledani rozdilu v
genoveé expresi

(za ruznych podminek, v ruznych
stadiich vyvoje, v ruznych organech,...)

Proteomika - analyza  proteind
organely, bunky, tkané Ci
extracelularnich tekutin

Metabolomika - identifikace a
kvantifikace metabolitt v daném
organismu nebo v bunce.
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OMICs v eko/toxikologil — sledovani reakci organismu pfi rtizné expozici

Toxikogenomika -— objashuje, jak je cely genom zapojen v biologickych odpovédich organismu na stresory
Transkriptomika — sledovani exprese populaci genu - hledani rozdilu v genové expresi, ovlivnénych genu
Proteomika - analyza proteinl organely, bunky, tkané €i extracelularnich tekutin, detekce ovlivnénych proteinu

Metabolomika - identifikace a kvantifikace metabolitt v daném organismu nebo v burice, detekce ovlivnénych metabolitt

kombinace genomiky - transkriptomiky, proteomiky, metabolomiky a
bioinformatiky s klasickou toxikologii
- odpovédi/reakce organismu na stresory a toxickeé latky

 identifikace, kvantifikace potencialnich genetickych rizik

 identifikace konkrétnich genu, jejich produkti a procest, kterymi
bunky reaguji na environmentalni toxikanty a stresory

» sledovani vedlejSich uc€inka chemickych latek na biologické systémy

« vytvareni databazi toxikologickych, genetickych a genomickych
informaci




Transkriptomika

Transkriptomika

Transkriptom
- soubor vSech mRNA v dané bunce, tkani nebo celém organismu
- Odrazi miru exprese jednotlivych genu a stabilitu jejich transkriptu

Transkriptomika

- je podobor stanovujici zapojovani a vypojovani souboru mRNA transkriptu v
urcitém typu bunék nebo tkani a zmény exprese genu vyvolavané chorobami,
experimentalnim zasahem nebo rozdilem ve vyvojove fazi
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Transkriptomika
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Metody zaloZené  ——n - -
na hybridizaci NK 3.‘

:":“ 4114
Li't.ttoo .

Macroarrays

mRNA
- (Transcriptom)

8

Proteiny
(Proteom)

SYBR Green gPCR
lon Proton Microarrays

Metody zalozené na PCR

Hybridizace na

Microarrays Northern blotu

=l Rcal time PCR
qRT-PCR;
Semikvant.

B RT-PCR

reportérovy gen

;lp
EDil

—— P

Transkripcni fuze promotoru
S reportérovym genem

gPCR

- lzolovanda mRNA se pfepiSe
do cDNA a pomoci
specifickych primeru a
polymerazy (namnozeni
konkrétni sekvence ze
sledovaného genu) se
kvantifikuje mnozstvi daného
transkriptu ve vzorku

Microarrays

- Do sklenéné destiCky
zakotvené sondy zname
sekvence (spec. Primery)

- Na Cip je hybridizovana
amplifikovana fluorescencné
znacCena vySetfovana DNA a
hybridizace této DNA na
jednotlivé pozice je
detekovana Ctecim zafizenim
a pocitatem
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https://www.youtube.com/watch?v=GCzH2Wcvd8E&list=TLPQMTExMjIwMTkWlk25LGG_kA&index=17
https://www.youtube.com/watch?v=PisqV9cyfoA

Transkriptomika
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Number of Features measured in parallel
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Transkriptomika

RNA Seq
- Next generation sequencing
(NGS), lllumina

- Umoznuje sledovat vSechny
MRNA pfitomné v daném
vzorku na rozdil od gPCR a
microarrays, kde je mozné
sledovat jen expresi genu se
znamou sekvenci

- Zaroven umoznuje studium
alternativniho splicingu, fuze
genu, miRNA, tRNA a
posttranskripénich modifikaci

MUNI|RECETOX



Transkriptomika

Transkriptomika

Priprava knihovny = library prep
Extrakce RNA Kontrola kvality RNA (dsDNA synthesus)

== ANA ol Poly(A)Tail === Barcode (BC) === P5 Primer @ USER Enayme

RNA Enrichment (mRNA Isolat r rRHA Depletion) l

E '? E \? /?E\ Clean Up/Size Selection
U Excision
™~ 5
)
USER

wfl 8
=
3

RNA Seq ’ (gel electrophore5|s) s
- Izolace celkové RNA S ) e S i T e
- Kontrola kvality (kapilarni .- 3
elektroforéza) N —— || |
- PF¥iprava knihovny - prepis * | — 3’
do cDNA a pfripojeni i | —
adaptéru = | - 1
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Transkriptomika

RNASeg

Isolate Transcript RNA

|

NextSeq”

L e ak akak a
Reverse Transcription }%%%EE 'E
— AU
Pfiprava vzorkd
« - cDONA+Adapters
_—
Fragment cDNA e
S
[— - [
. . S ——
Size Selection oy e—— _—
A — — —
-
Humina Sequencing of each end S NGS ‘
——————— ——
illumina
L+
Reads L L
eeTiT R BT

Analyza dat
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Transkriptomika

RNA Seg- Analyza dat

assembly of functional = Ga Iaxy genomics
reference annotation PROJECT

é = -
: g Studio
filter, trim transcriptome mapped reads

Q//? Gene set y
FASTA soubory \(; ~enrichment differential
Pro jednotlivé vzorky @/‘\“b and pathway expression

analysis
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Transkriptomika -

RNA Seq Vysledky
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Biological replicates

Celkovy profil jednotlivych vzorkl- hledani podobného
paternu ve vzorcich se stejnym experimentalnim zasahem

V toxikologii se nejbéznéji
provadi srovnani ¢etnosti
vSech pozorovanych
transkriptd mezi jednotlivymi
vzorky

-> diferencialni exprese gen

Csnis2b

Sic25a1 |
Atp2b2 -/M
.
Eﬂ\, . =
8 Elovi5)

¢ Down
Not Sig
e Up -

-log10(Pvalue)

-10 -5 0 5
logFC

ldentifikované geny
ovlivnéné zasahem -
expozici toxicke latce - pote
mohou pomoci vysvetlit
mechanismus jejiho
pusobeni na zakladni
fyziologické urovni

Interpretace zmény exprese
gend smérem k ucinkiim na
organismus ale mize byt
obtizna - nelze fict kolik
transkriptll bude prepsano
do funkéniho proteinu a tedy
mit biologicky efekt, navic
jednotlivé procesy mohou
pusobit protichtdné

Zobrazeni statisticky vyznamné ovlivhénych gent napfi¢ IUI U N I | R E c E T U X

vzorky proti kontrole a jejich relativhi zménu exprese



Proteomika

Proteom

- soubor vSech proteinu urcitého systému
- organely, bunky, pletiva, organu,
organismu

GENOME

Nucleus /

Nuclea

membr’ae\z@
ER

Golgi N

%
ﬂ

vesicles Q

Chloroplasts  vacuole

- Je odrazem transkriptomu, regulace
translace, stability proteinu a jejich
odbouravani

- havic zahrnuje i vSechny post-translacni
stavy proteinu (po translaci muze byt protein
pritomen ve vice funkcné odliSnych formach)
- pf. u ¢lovéka cca 35 tis. genu a odhadem
cca 500 tis. ruznych proteinu (forem proteinu)
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Proteomika

Proteomika
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Proteomika

Genome Transcriptome Proteome
20=25.000'genes: ==rumrrsnsEsmnnsRsRRen » ~100,000 transcripts  -------------------->  >1,000,000 proteins
Alternative promoters Post-translational
Alternative splicing modifications
mRNA editing
abbreviation | monoisotopic | average Geranyl-geranyl GEEA 272.2504 2724741

Acetylation ACET 42 0106 42.0373 Gamma-carboxvelutamic acid GGLT 4398983 440098 _ Vl’ ce ne 2 1000 pop S anych pO St-
Allcylation ALKY 14.01564 14.02688 0-GlelNAc GLCHN 202.0794 2031950 v s . . .o

- _ — translacnich modifikaci proteinu
Amidation ANID -0.9540 -0.9847 Glucosylation (Glycation) GLUC 162.0528 1621424
Beta-methylthiolation BMTH 459277118 4608688 | | | Glutathienylation GLUT 3050650814 | 3053056 - EXponenCIal neé roste pocet vVerzi
Biotin BIOT 2260776 | 2262934 | Hydroxvlation HYDR 15.9949 15,9994 Jed notl iV)’/Ch protei nu
Brommation RBECOM 77.9105 F8.9 Lipovl LIPY 188.033 188.3027
Carbamylation CaM 43.00581 43.02502 Methvlation WETH 14.0157 14,0269
Citrullination CITR 09840276 | 0.98476 Myristovlation MYRI 210.1984 2103598
C-Mannosylation CMAN 162052823 | 1621424 S-Nitresvlation NTRY 28.99017 2899816
Cysteme sulfenic acid (-SOH) CEEA 159949144 155994 N-Octanoate QCTA 1261044 1261986
Cysteine sulfinic acid (-S0,H) CSIA 319898292 | 319988 Palnitovlation PALM 2382297 2384136

Deamidation DEAM 059840 09847 Phosphorvlation PHOS 79.9663 79.9799
N-acyl diglveeride cysteine (tripahnitate) | TIAC 788.7258 789.3202 Pvridoxal phosphate PLP 225014 225129 IUl U N I | R E c E T 0 X
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Proteomika

Proteomika - komplexita, rozsah 12 radu
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Proteomika

roteomika- komplexita, rozsah 12 radu
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Proteomika
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Proteomika- Label-free kvantifikace

9

proteins

identified
proteins

Digestion

protein
assignment

}5‘:

peptides

identified
-«

peptides

Intensity

Time

pepL!e separation —m

(HPLC)

fragmentation

database
search

Relative intensity

mass spectrometer

g

miz

Relative intensity

l

full scan

miz

Proteomika

Identifikace  peptidid  hmotnostni
spektrometrii:

~Peptide fingerprinting*

~Bottom-up Proteomics*

- pfesné  zméfeni  velikosti
definovanych S$tépd proteinu a
porovnani s predikovanymi S$tépy
proteinu v databazich

Definované S$tépeni trypsinem Ci
jinou specifickou proteazou

Hmotnostni spektrometrie

napf. MS - MALDI/TOF (Matrix-
assisted Laser desorption/ionisation
Time-of-flight analysis) nebo napf.
Orbitrap
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Proteomika

Proteomika- kvantifikace

Stépeni proteazou (trypsinem)

v protein | (12 kD) DNA (i EST), proteinovéa databéaze
2 fragmenty (4 kD, 8 kD)

v v protein Il (16 kD)

I 3 fragmenty generovani teoretickych trypsinovych
(2 kD, 6 kD, 8 kD) Stépu ze znamych Ci predpokladanych

proteinovych sekvenci

Hmotnostni spektrometrie ﬂ ﬂ

protein | proteina: 3,5,9,12kD
protein b: 2,7,9kD
it > proteinc: 4, 8kD
4000 8000 m/z proteind: 3,9, 12 kD
proteine: 2,6,8kD
protein Il Srovnani experimentalné stanovenych
velikosti peptidu s teoretickymi Stépy |1 U N T | RECETOX




Proteomika

Proteomika - kvantifikace R

% N el Tl Tl S
T T Ve H H H H ' H H ' H OH
MUQO@G“Q'BQ A, B, ) ®m; BL C Om, B, C,

IM-termuinal ions
E-P-A-F-D-5-I-M-A-E-T-L-K
(protonated mass 1410.6)
E mass’ b-ions y-ions mass*
nergj/ 88.1 s PAFDSIMAETLE 1323.6
185.2 5P AFDSTHMAETLE 12264
tandem MS spectrum 256.3  SPA FDSIMAETLK  1155.4
' 403.5 EPAF DSTMAETLE 1008.2
518.5 SPAFD SIMAETLEK g§93.1
E\ 605.6 SPAFDS IMAETLE 806.0
— —) i~ e 718.8 SPAFDSI MAETLE 692.3
@0@0@000@ + @ % 850.0 SPAFDSIM LETLE 561.7
—— 221.1 SPAFDSIMA ETLE 490. 6
@0@0@60@ + m £ 1050.2  SPAFDSIMAE TLE 361.5
. > 1151. 3 SPAFDSIMAET LE 260.4
@000@60 + m g el |es 1264.4 SPAFDSIMAETL K 147.2
© I D—E—L—K
MOADEE + DPME : FIYL P
MVAXTDG)E) o i T
\.__o.v_—l \._v__l
... etcetera > m/y
\_ J
b, Y:-bz | vz by Y3 by vi bs s
©
|dentifikace peptidd hmotnostni spektrometrii: ,Peptide fingerprinting* 5
Jednotlivda hmotnostni spektra jsou analyzovana proti databazi moznych peptidu ?
. m/z
Label-free Proteomics MUN I | RECETOX

Label-free Proteomics - MS quantification



https://www.youtube.com/watch?v=05kOn7E6M2E
https://www.youtube.com/watch?v=x8DyTXHafd4

Proteomika

Proteomika

Raw, un-interpreted
MS/MS spectra —

Q _UniPril

Ense
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JIL. L Ll J!I..J A l l ‘.'.' "
JIL. Ll | ...J i |

Lol ol N T Y P Lh

Adi bl b dds e

- Velmi komplexni data vyzaduji velkou vypocetni silu pro analyzu dat ziskanych
hmotnostni spektrometrii - z jednoho vzorku je mozné ziskat az 100 000
hmotnostnich spekter, které vSechny musi byt porovnany s databazi pro identifikaci
- Databaze pro jeden organismus obsahuje desitky tisic proteinl a souvisejicich

peptidovych fingerprintl MUN I | RE c ET 0 X




Proteomika

Proteomika

= Molecular Function == Biological Process

@ Cellular Component

r 9356

%:o of genes

oy

100+

E

C

o
-

0.1
0.01-

(%) seusb

Total: 10376

31987 genes

Ovlivnéné proteiny (a stejné tak exprese genu) jsou

ZU

terpretace ne

&j&i in

Slozit

eznéji

V toxikologii se nejbéz

poté proto ¢asto analyzovany dle biologické funkce a
podle poctu ovlivnénych proteind se odvozuje vliv na

dany biologicky proces - ,Pathway Analysis*”

éni exprese genu -

v

ovlivn

provadi srovnani Cetnosti vSech
pozorovanych proteinl mezi

jednotlivymi vzorky
-> diferencialni abundance

proteinu

tnost v

uznou zivo
organismu a dynamickou

o

proteiny maji r

odpovéd proteomu na stresor je
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Metabolomika

METABOLISMUS - latkova premeéna

soubor vsech enzymatickych reakci, pfi nichz dochazi k premene latek a energii v bunkach a v zivych organismech

E
b
de F
Yo Lo T
F Y > H_,ﬂ"
b e dg
v.
¢ N d
( i 4 H
I

Primémi metabolismus

A i

Ix‘ C

Ty L~

~ ~
B "a_‘

G

Dd L7

Ly

Sekundarni metabolismus

Metabolomika

Primarni (anabolismus — reakce
spojené s biosyntézou,
katabolismus — reakce spojené s
degradaci)

Sekundarni

METABOLOM

kompletni soubor metabolitt v
burice Ci biologickém systemu v
daném Case

METABOLIT
nizkomolekularni organicka
slouCenina (< 1000 Da),
produkt latkoveé premény
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— Systemova biologie a funcni genomika - integrace proteomickych, transkriptomickych a

metabolomickych informaci — komplexni pohled na organismus.

— metabolicky profil = aktualni odraz fyziologie buriky

Transcriptome
] :
I
I
|

. Amino Lipids

Metabolites

A

PHENOTYPE? PHENOTYPE?

N

)

[

GEMNES/mRNA PROTEINS METABOLITES

TRANSCRIPTOMICS PROTEOMICS METABOLOMICS

Phenotype/Function
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Metabolomika

FINGERPRINTING

komplexni analyza
intracelularnich metabolitt bez
nutnosti kvantifikace a identifikace
— screening: klasifikace vzorku na
zakladé jeho puvodu a zdroje

FOOTPRINTING

komplexni analyza
extracelularnich metabolitt bez
nutnosti kvantifikace a identifikace
= screening: klasifikace vzorku na
zakladé jeho puvodu a zdroje
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Metabolomika

Metabolomika

PROFILOVANIi METABOLITU (metabolite profiling)

analyza daného souboru metabolitt, napf. souboru AMK, organickych slou€enin
Casto semi-kvantitativni analyza

CiLENA ANALYZA METABOLITU (metabolite target analysis)

kvalitativni i kvantitativni analyza vybranych metabolitt souvisejici se specifickou metabolickou reakci
pouzivana zejmena kdyz jsou pozadovany nizké limity detekce

METABONOMIKA (metabonomics, Untargeted metabolomics )

komplexni metabolické studie zejména v toxikologii

souc¢asné méreni co nejvice metabolitu s cilem zachyceni celkového metabolického profilu vzorku
ohodnoceni tkani a biologickych tekutin na zakladé zmén endogennich metabolitd (vysledek nemoci nebo
terapeutického IéCeni) - bez potfeby specifické identifikace
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Metabolomika

Metabolomika - Jak?

Priprava vzorku

Soli, proteiny, lipidy ve vzorku zhorsuji kvantifikaci analytu - uziti extrakce na tuhé fazi (solid-phase
extraction, SPE)

- vyuziva pevnou a kapalnou fazi k izolaci jednoho typu analytu z roztoku

- vyuziva stejné typy stacionarnich fazi jako v kapalinové chromatografii

- limitaci je selektivita SPE — idealni pro cilené analyzy jednoho typu, ale nevhodna pro Sirokeé profilovani
metabolitl

Nuklearni Magneticka Rezonance

Je detekovana absorpce radiofrekvencniho zareni (RFR) jadry atomu v molekule — RFR jsou schopny
absorbovat pouze latky s nenulovym spinovym kvantovym Cislem I:

- atomy s lichym hmotovym Cislem: 1=n% (1 H, 13C, 15N 31P)

Hmotnostni spektrometrie
analyticka metoda slouzici k pfevedeni molekul na ionty, rozliSeni téchto iontl podle poméru hmotnosti a
naboje (m/z), zaznam relativnich intenzit jednotlivych iontu
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Typical Workflow for Targeted or Untargeted LC/MS based Metabolomics

a Targeted metabolomics

Question:
What are the levels of specific

metabolites in a sample?
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b Untargeted metabolomics

Question;
What is the global metabolic
profile of a sample?
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Metabolomika

Metabolomika- Proc?

(Escherichia coli K12) — Pocet metabolitt v burice mlze byt az fadoveé
niz8i nez pocet genu a proteinu.

— Metabolom — nejnizsi linie genove exprese -
primo odrazi funkCni uroven buriky.

Proteom — Zmény metabolit(l v bufice nejsou regulovany
pouze genovou expresi, ale i vlivy zivotniho
prostredi.

Metabolom

— Kvantifikace metabolitt nabizi pfimy pfistup ke
zkoumani vnitini kinetiky metabolismu (in vivo
Kinetics).

— Metabolomické experimenty vyzaduji 2x — 3x
méné ¢asu ve srovnani s proteomickymi a
transkriptomickymi experimenty.
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Metabolomika

Metabolomika - Jak?

@ Biologicke tekutiny

Bunécny extrakt

Cisténa frakce Frakce metabolite
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Seznam odkazu na videa

SYBR Green qPCR

https://www.youtube.com/watch?v=GCzH2Wcvd8E&li

Bottom-up vs Top-down Proteomics
https://www.youtube.com/watch?v=DAX04wr78Qg

St=TLPOMTEXM|IWMTKWIk25LGG_kA&index=17

lon Proton Microarrays
https://www.youtube.com/watch?v=PisqV9cyfoA

Next Generation Sequencing
https://www.youtube.com/watch?v=shoje 9IYWc

Minion, Milipore sequencing
https://www.youtube.com/watch?v=rXfS4wJoVLQ

Third Generation NGS
https://www.youtube.com/watch?v=v8p4ph2MAvI

Label-free Proteomics
https://www.youtube.com/watch?v=05kOn7E6M2E

Proteomics- SILAC
https://www.youtube.com/watch?v=0jdWrMrCI190

Proteomics- iTRAQ
https://www.youtube.com/watch?v=Rz1YeMZmOQOc4

Label-free Proteomics- MS quantification
https://www.youtube.com/watch?v=x8DyTXHafd4
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