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Studium procesů probíhajících v živých 
organismech

Posun základního paradigmatu 
od sledování apikálních efektů 
u testovaných organismů ke 
studiu narušení fyziologických, 
biochemických a buněčných 
procesů
-> definování tzv. „toxicity 
pathways“

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



Studium procesů probíhajících v živých organismech
- nové vědecké disciplíny 

DNA Genom / 
Genomika

Toxikogenomika – objasňuje funkce
genů a jak je celý genom zapojen v
biologických procesech
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Studium procesů probíhajících v živých organismech
- nové vědecké přístupy/disciplíny 

DNA Genom / 
Genomika

mRNA

transkripce

Transkriptom / 
Transkriptomika

PROTEIN

translace

Proteom / 
Proteomika

METABOLIT

biochemické
procesy

Metabolom / 
Metabolomika

„OMICs“ 
Toxikogenomika – objasňuje funkce
genů a jak je celý genom zapojen v
biologických procesech

Transkriptomika – sledování exprese
populací genů - hledání rozdílů v
genové expresi
(za různých podmínek, v různých
stádiích vývoje, v různých orgánech,…)
Proteomika - analýza proteinů
organely, buňky, tkáně či
extracelulárních tekutin

Metabolomika - identifikace a
kvantifikace metabolitů v daném
organismu nebo v buňce.

Komplexní (necílené) x cílené přístupy
= targeted x nontargeted analyses



OMICs v eko/toxikologii – sledování reakcí organismu při různé expozici

• identifikace, kvantifikace potenciálních genetických rizik

• identifikace konkrétních genů, jejich produktů a procesů, kterými
buňky reagují na environmentální toxikanty a stresory

• sledování vedlejších účinků chemických látek na biologické systémy

• vytváření databází toxikologických, genetických a genomických
informací

Toxikogenomika -– objasňuje, jak je celý genom zapojen v biologických odpovědích organismů na stresory 
Transkriptomika – sledování exprese populací genů - hledání rozdílů v genové expresi, ovlivněných genů
Proteomika - analýza proteinů organely, buňky, tkáně či extracelulárních tekutin, detekce ovlivněných proteinů

Metabolomika - identifikace a kvantifikace metabolitů v daném organismu nebo v buňce, detekce ovlivněných metabolitů

kombinace genomiky - transkriptomiky, proteomiky, metabolomiky a 
bioinformatiky s klasickou toxikologií

- odpovědi/reakce organismu na stresory a toxické látky 



Transkriptomika
Transkriptomika

Transkriptom
- soubor všech mRNA v dané buňce, tkáni nebo celém organismu
- Odráží míru exprese jednotlivých genů a stabilitu jejich transkriptů

Transkriptomika
- je podobor stanovující zapojování a vypojování souboru mRNA transkriptů v 

určitém typu buněk nebo tkání a změny exprese genů vyvolávané chorobami, 
experimentálním zásahem nebo rozdílem ve vývojové fázi



Transkriptomika
qPCR
- Izolovaná mRNA se přepíše 

do cDNA a pomocí 
specifických primerů a 
polymerázy (namnožení 
konkrétní sekvence ze 
sledovaného genu) se 
kvantifikuje množství daného 
transkriptu ve vzorku

Microarrays
- Do skleněné destičky 

zakotvené sondy známé 
sekvence (spec. Primery)

- Na čip je hybridizována
amplifikovaná fluorescenčně 
značená vyšetřovaná DNA a 
hybridizace této DNA na 
jednotlivé pozice je 
detekována čtecím zařízením 
a počítačem

SYBR Green qPCR
Ion Proton Microarrays

https://www.youtube.com/watch?v=GCzH2Wcvd8E&list=TLPQMTExMjIwMTkWlk25LGG_kA&index=17
https://www.youtube.com/watch?v=PisqV9cyfoA


Transkriptomika
Transkriptomika

RNA Seq
- Next generation sequencing

(NGS), Illumina

- Umožňuje sledovat všechny 
mRNA přítomné v daném 
vzorku na rozdíl od qPCR a 
microarrays, kde je možné 
sledovat jen expresi genů se 
známou sekvencí

- Zároveň umožnuje studium 
alternativního splicingu, fůze
genů, miRNA, tRNA a 
posttranskripčních modifikací



Transkriptomika
Transkriptomika

Extrakce RNA Kontrola kvality RNA

(gel electrophoresis)

Příprava knihovny = library prep
(dsDNA synthesis)

RNA Seq
- Izolace celkové RNA
- Kontrola kvality (kapilární 

elektroforéza)
- Příprava knihovny - přepis 

do cDNA a připojení 
adaptérů



RNASeq
Transkriptomika

Příprava vzorků
- cDNA+Adapters

NGS

Analýza dat



Transkriptomika

demultiplex, 
filter, trim

alignment to 
reference 

transcriptome

de novo 
assembly of 

reference 
transcriptome

counting 
mapped reads

differential 
expression

Gene set 
enrichment 

and pathway 
analysis

FASTA soubory
Pro jednotlivé vzorky

functional 
annotation

RNA Seq- Analýza dat



RNA Seq Výsledky
Transkriptomika - V toxikologii se nejběžněji 

provádí srovnání četností 
všech pozorovaných 
transkriptů mezi jednotlivými 
vzorky

-> diferenciální exprese genů

- Identifikované geny 
ovlivněné zásahem -
expozicí toxické látce - poté 
mohou pomoci vysvětlit 
mechanismus jejího 
působení na základní 
fyziologické úrovni

- Interpretace změny exprese 
genů směrem k účinkům na 
organismus ale může být 
obtížná - nelze říct kolik 
transkriptů bude přepsáno 
do funkčního proteinu a tedy 
mít biologický efekt, navíc 
jednotlivé procesy mohou 
působit protichůdně 

Treatment

Celkový profil jednotlivých vzorků- hledání podobného 
paternu ve vzorcích se stejným experimentálním zásahem

Zobrazení statisticky významně ovlivněných genů napříč 
vzorky proti kontrole a jejich relativní změnu exprese



Proteom
Proteomika

- soubor všech proteinů určitého systému 
- organely, buňky, pletiva, orgánu, 

organismu

- je odrazem transkriptomu, regulace 
translace, stability proteinů a jejich 
odbourávání

- navíc zahrnuje i všechny post-translační 
stavy proteinů (po translaci může být protein 
přítomen ve více funkčně odlišných formách)
- př. u člověka cca 35 tis. genů a odhadem 
cca 500 tis. různých proteinů (forem proteinů) 

GENOME Transcriptome

Proteome

Nucleus

ER
Golgi

Vesicles

Vacuole

Nuclear 
membrae Mitochondria

Chloroplasts



Proteomika
Proteomika



Proteomika- komplexita Proteomika

- Více než 1000 popsaných post-
translačních modifikací proteinů

- Exponenciálně roste počet verzí 
jednotlivých proteinů



Proteomika
- Referenční hodnoty pro 

sedmdesát lidských 
proteinů detekovaných v 
lidské plazmě

- Velmi široký rozsah 
koncentrací, rozdíl v 
abundanci jednotlivých 
proteinů může být až 12 
řádů

- Klade to velké nároky na 
kvalitu a přesnost 
měření



Proteomika - komplexita, rozsah 12 řádů Proteomika



Proteomika- komplexita, rozsah 12 řádů Proteomika



Proteomika- komplexita, rozsah 12 řádů Proteomika

- Dynamický rozsah proteomických dat - až 12 
řádů rozdílu v abundanci různých proteinů



Proteomika- Label-free kvantifikace Proteomika

Identifikace peptidů hmotnostní
spektrometrií:
„Peptide fingerprinting“
„Bottom-up Proteomics“

- přesné změření velikostí
definovaných štěpů proteinu a
porovnání s predikovanými štěpy
proteinů v databázích

Definované štěpení trypsinem či
jinou specifickou proteázou

Hmotnostní spektrometrie
např. MS - MALDI/TOF (Matrix-
assisted Laser desorption/ionisation
Time-of-flight analysis) nebo např.
Orbitrap



Proteomika

protein I

protein II

m/z

m/z

4000 8000

2000 80006000

protein I (12 kD)

2 fragmenty (4 kD, 8 kD)

protein II (16 kD)

3 fragmenty
(2 kD, 6 kD, 8 kD)

Srovnání experimentálně stanovených 
velikostí peptidů s teoretickými štěpy

štěpení proteázou (trypsinem)

Hmotnostní spektrometrie

DNA (i EST), proteinová databáze

generování teoretických trypsinových
štěpů ze známých či předpokládaných 

proteinových sekvencí

protein a: 3, 5, 9, 12 kD
protein b: 2, 7, 9 kD
protein c: 4, 8 kD
protein d: 3, 9, 12 kD
protein e: 2, 6, 8 kD

Proteomika- kvantifikace



Proteomika

Identifikace peptidů hmotnostní spektrometrií: „Peptide fingerprinting“
Jednotlivá hmotnostní spektra jsou analyzována proti databázi možných peptidů

Label-free Proteomics
Label-free Proteomics - MS quantification

Proteomika - kvantifikace

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


Proteomika Proteomika

- Velmi komplexní data vyžadují velkou výpočetní sílu pro analýzu dat získaných 
hmotnostní spektrometrií - z jednoho vzorku je možné získat až 100 000 
hmotnostních spekter, které všechny musí být porovnány s databází pro identifikaci
- Databáze pro jeden organismus obsahuje desítky tisíc proteinů a souvisejících 
peptidových fingerprintů



Proteomika Proteomika

- V toxikologii se nejběžněji 
provádí srovnání četností všech 
pozorovaných proteinů mezi 
jednotlivými vzorky

-> diferenciální abundance 
proteinů

- Složitější interpretace než u 
ovlivnění exprese genů -
proteiny mají různou životnost v 
organismu a dynamickou 
odpověď proteomu na stresor je 
tak těžší zachytit

- Ovlivněné proteiny (a stejně tak exprese genů) jsou 
poté proto často analyzovány dle biologické funkce a 
podle počtu ovlivněných proteinů se odvozuje vliv na 
daný biologický proces - „Pathway Analysis“



Metabolomika Metabolomika

METABOLISMUS – látková přeměna
soubor všech enzymatických reakcí, při nichž dochází k přeměně látek a energií v buňkách a v živých organismech

Primární (anabolismus – reakce 
spojené s biosyntézou, 
katabolismus – reakce spojené s 
degradací) 
Sekundární

METABOLOM
kompletní soubor metabolitů v 
buňce či biologickém systému v 
daném čase

METABOLIT
nízkomolekulární organická 
sloučenina (< 1000 Da),
produkt látkové přeměny



̶ Systémová biologie a funční genomika - integrace proteomických, transkriptomických a 

metabolomických informací – komplexní pohled na organismus.

̶ metabolický profil = aktuální odraz fyziologie buňky



Metabolomika Metabolomika

FINGERPRINTING
komplexní analýza 
intracelulárních metabolitů bez 
nutnosti kvantifikace a identifikace
⇒ screening: klasifikace vzorku na 
základě jeho původu a zdroje

FOOTPRINTING
komplexní analýza 
extracelulárních metabolitů bez 
nutnosti kvantifikace a identifikace
⇒ screening: klasifikace vzorku na 
základě jeho původu a zdroje



Metabolomika
Metabolomika

PROFILOVÁNÍ METABOLITŮ (metabolite profiling)
analýza daného souboru metabolitů, např. souboru AMK, organických sloučenin
často semi-kvantitativní analýza

CÍLENÁ ANALÝZA METABOLITŮ (metabolite target analysis)
kvalitativní i kvantitativní analýza vybraných metabolitů související se specifickou metabolickou reakcí
používána zejména když jsou požadovány nízké limity detekce

METABONOMIKA (metabonomics, Untargeted metabolomics ) 
komplexní metabolické studie zejména v toxikologii 
současné měření co nejvíce metabolitů s cílem zachycení celkového metabolického profilu vzorku
ohodnocení tkání a biologických tekutin na základě změn endogenních metabolitů (výsledek nemocí nebo 
terapeutického léčení) - bez potřeby specifické identifikace



Metabolomika - Jak? Metabolomika

Příprava vzorku
Soli, proteiny, lipidy ve vzorku zhoršují kvantifikaci analytu - užití extrakce na tuhé fázi (solid-phase
extraction, SPE)
- využívá pevnou a kapalnou fázi k izolaci jednoho typu analytu z roztoku
- využívá stejné typy stacionárních fází jako v kapalinové chromatografii
- limitací je selektivita SPE – ideální pro cílené analýzy jednoho typu, ale nevhodná pro široké profilování 
metabolitů 

Nukleární Magnetická Rezonance
Je detekována absorpce radiofrekvenčního záření (RFR) jádry atomů v molekule – RFR jsou schopny 
absorbovat pouze látky s nenulovým spinovým kvantovým číslem l:
- atomy s lichým hmotovým číslem: l = n½ ( 1 H , 13C , 15N 31P)

Hmotnostní spektrometrie
analytická metoda sloužící k převedení molekul na ionty, rozlišení těchto iontů podle poměru hmotnosti a 
náboje (m/z), záznam relativních intenzit jednotlivých iontů



Typical Workflow for Targeted or Untargeted LC/MS based Metabolomics



Typical workflow for 
generating a metabolic 
profile

Collected/extracted sample



Metabolomika- Proč?
Metabolomika

̶ Počet metabolitů v buňce může být až řádově 
nižší než počet genů a proteinů. 

̶ Metabolom – nejnižší linie genové exprese -
přímo odráží funkční úroveň buňky.

̶ Změny metabolitů v buňce nejsou regulovány 
pouze genovou expresí, ale i vlivy životního 
prostředí.

̶ Kvantifikace metabolitů nabízí přímý přístup ke 
zkoumání vnitřní kinetiky metabolismu (in vivo
kinetics).

̶ Metabolomické experimenty vyžadují  2x – 3x 
méně času ve srovnání s proteomickými a 
transkriptomickými experimenty.

Metabolom

(Escherichia coli K12)

(4392 genů)

(4464 proteinů)

(796 metabolitů)

Genom

Proteom

V n ě j š í   v l i v y



Metabolomika - Jak?
Metabolomika

Buňka

Buněčný extrakt

Frakce metabolitů

Derivatizace

MS

G
C

NMR

CE

LC

ESI-MS

Profilování metabolitů, 
metabolomika

Biologické tekutiny

NMR, FT-IR, 
Raman

Fingerprinting
metabonomics

G
C

H
PLC

Derivatizace

Čištěná frakce 
metabolitů

MS MS RI UV

Cílená analýza metabolitů



SYBR Green qPCR
https://www.youtube.com/watch?v=GCzH2Wcvd8E&li
st=TLPQMTExMjIwMTkWlk25LGG_kA&index=17

Ion 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

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

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

Proteomics- SILAC
https://www.youtube.com/watch?v=OjdWrMrCI9o

Proteomics- iTRAQ
https://www.youtube.com/watch?v=Rz1YeMZmOc4

https://www.youtube.com/watch?v=GCzH2Wcvd8E&list=TLPQMTExMjIwMTkWlk25LGG_kA&index=17
https://www.youtube.com/watch?v=PisqV9cyfoA
https://www.youtube.com/watch?v=shoje_9IYWc
https://www.youtube.com/watch?v=rXfS4wJoVLQ
https://www.youtube.com/watch?v=v8p4ph2MAvI
https://www.youtube.com/watch?v=05kOn7E6M2E
https://www.youtube.com/watch?v=x8DyTXHafd4
https://www.youtube.com/watch?v=DAX04wr78Qg
https://www.youtube.com/watch?v=OjdWrMrCI9o
https://www.youtube.com/watch?v=Rz1YeMZmOc4
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