Projekt a pokus v
biomedicinském vyzkumu



Védecky projekt - zameér

 zakladni véda — jak co funguje, 2\
napt. role jednotlivych
komponent v systému, publikace

 aplikovana véda — jak néco vyuzit
v praxi, nové léky, postupy,

materialy Transfer of knowledge

Transfer of technology
* klinika — jak spolu souuvisi

jednotliva pozorovani,
diagnostika, sbér dat, klinické
testy, podnét nebo podpora pro
zakl. a apl. vyzkum, nova lécba N

* vyzkum x vyvoj (R&D)




Kde se dela veda

* Univerzity
e Vlyzkumné instituce — AV CR
* Klinicka pracoviste — fakultni nemocnice

 Biotech firmy — Johnson and Johnson (JLABS),
,inkubatory“

* Vedecko - technologické parky - JAIP



Kdo co financuje

* VaVal — Véda a Vyzkum a Inovace

* vladni agentury — GACR (zakladni), TACR
(aplikovany), AZV (medicinsky)

* EU — pfes MSMT, Horizon 2020, ERC, Norské fondy

* Neziskovy sektor — nadace (Bill Gates — vyzkum
malarie)

* Soukromy sektor — firmy, veétsinou vlastni vyvoj,
hledani potencialnich investic, potreba jiz
pripraveného produktu



Jak si vybrat projekt?

* Vlastni zamer
* Chci najit Iék na rakovinu, Alzheimera,...
e Zajima me, jak funguje lidské védomi, regenerace,...
* Fascinuje mé mikrosvet lidského téla, genetika,

biochemie,...

* Okolnosti, moznosti
e Co se studuje na mé univerziteé
 Jaké je k dispozici vybaveni
 Jaké jsou financni moznosti

e Zajem x moznosti — vybér univerzity, oddéleni,
laboratore



Navrzeni a prubéh projektu

1. Definice problému, objekt reseni — obecny x
konkrétni

2. Znalost problematiky — , literature search”
Navrzeni cilu projektu

Navrzeni metodiky sberu dat - pozorovani,
modelovani, experiment, prizkum

Navrzeni pokusu

Pokus

Vyhodnoceni dat

Interpretace (vyklad) dat > navrzeni novych cil(
Prezentace dat
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Jak zaCit? o

Zameér, velké téma ,Literature search”
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Stanovit cile projektu

SET GOA

Zaméreni na konkrétni ¢ast
problematiky

ERSIES




Priklad — studium cukrovky druhého typu

e Zajima mne, jak zabranit rozvoji cukrovky druhého
typu

Inzulinova ’ Metabolicky . Diabetes mellitus II
“' rezistence syndrom

e Zamerim se na rozvoj inzulinové rezistence pfri obezité

* Hraje roli zanét v tukové tkani — dulezita role makrofagu, T
bunék

* Moc se nevi o vlivu zirnych bunék — ovliviuji zanét, mohou
hrat roli ve vyvoji inzulinové rezistence pri obezité?

* Projekt — Role zirnych bunék v rozvoiji inzulinové rezistence



Jak na to?

 Stanovit cile projektu

e Zjistit, zda se méni obsah ZB v tukové tkani b&hem
obezity

e Zjistit, jestli nepfitomnost ZB ovlivni vyvoj IR

e Zjistit, jaké modely a metody pouzit — literatura,
zkusenosti, dostupnost (moznost alternativ)

* Co potrebuji sledovat a merit?

* Jak nejlépe postupovat? Co je treba zjistit nejdriv,
od ceho se odrazit?



Postup

1. Potrebuju model obezity — db/db, Diet Induce Obesiy
(DIO)

2. Nechdm normadlni mysi (C57BL/6) ztloustnout

* vaha, glukdzova tolerance, inzulinova rezistence, hladiny
cholesterolu, triglyceridd, volnych mastnych kyselin, inzulinu

* analyza tukové tkané na pritomnost ZBV— cytometrie,
histologie, gPCR na specifické markery ZB

* hubend kontrola pro porovnani — NEGATIVNI KONTROLA!!!
e Zjisténi — tlusté mysi maji vic ZB v tukové tkani
3. WT x ZB deficientni mysi

 stejny pokus DIO, normalni strava u obou kmenu jako
kontrola (4 skupiny mysi v jednom pokusu)
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Cimto?

e Zanet tukové tkané — zadny rozdil

* Vliv na hormony a cytokiny — vic adiponektinu a

inzulinu

Serum adiponectin ND
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Dal$i otdzka — jak mdZou ZB ovlivnit
produkci inzulinu a adiponektinu

* ovlivnéni produkce adipocyty —
in vitro pokus — nic

Adiponectin production by 3T3L1
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Ahal

e chymaza stépi Adiponektin

 Ze by ten fenotyp byl chymazou?
o > Mysi deficientni na chymazu

* - Podobny fenotyp jako MC def



Coinzulin?
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Vysledky

 chymaza z ZB negativné ovliviiuje vyvoj IR
degradaci adiponektinu
* MC pomahaji udrzovat zanét v pankreatu, ktery

vede k destrukci beta-bunék a ke snizeni hladiny
inzulinu

* cile byly naplnény, projekt se bud” ukonc¢i nebo
posune dal



Obecné principy

1. Neustale konfrontovat vysledky s literaturou

2. Cim zadit?
* In vivo — porovnani ruznych mysich genotypu v
konkrétnim modelu — vidim rozdil, jdu najit
mechanismus

* In vitro — mam néjakou latku, chci zjistit co déla =
vyzkousim na bunkach, postoupim na organismalni
uroven

e klinika — vidim né&jakou korelaci (mnoZstvi ZB koreluje s
intenzitou inzulinové rezistence), zkusim oveérit
experimentalné

3. Najit vhodny model



Experimentalni model —in vivo

* Metoda, jak navodit stav, podobny nemoci

* MOG-EAE — model roztrousené sklerozy
injikace krystalku mocoviny do kloubt — Dna
intranasalni aplikace LPS — akutni infekce (zanét) plic
Indukovana obezita vysokotucnou dietou — IR
Streptozotocin — destrukce beta bunék - diabetes

* Pouziti geneticky modifikovanych organismu
* ApoE mysi — Aterosklerdza
e db/db, Ob/ob mysi— diabetes
* imunodeficientni mysi - SCID
* Deficience riznych enzymU — rizné metabolické choroby
(osteopordza, artritida, rakovina,...)

e Kombinace obou



Experimentalni model —in vitro

* Pokusy s tkanovymi kulturami
* imortalizované linie — rakovinné bunky, jiny fenotyp

V eV /

e Zkoumani jevu, ktery se ucastni urcité patologie

* Aktivace, cytotoxicita, produkce, exprese gend,
migrace, chemotaxe, adheze, agregace, signalni
drahy

* mechanistické studie — jaky je mechanismus
urcitého jevu (molekularni interakce, pouziti
inhibitoru, ,,zachranné” rescue experimenty) —
naroCnhé na spravné navrzeni pokusu



Experimentalni model —in silico

* in silico — v pocitaci

* modelovani
* interakce proteind, lékd
* predikce — signalni peptid, glykosylace, epitopy,
fosforylace, metylace, acetylace, atd.

 struktura molekul a jejich vazebnych mist — Fold-it,
Rosetta

* Predikci je treba ovérit experimentalne



Fold-it

https://fold.it/
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Vedeni laboratorniho deniku

* Obsah, pro kazdy projekt samostatny denik

e Kazdy pokus, kazda analyza

* Datum, nazev, protokol, chemikalie, material, koncentrace,
casy, zmeny oproti protokolu, vysledky, obrazky, vsechny
vyjimecnosti, chyby, podivnosti

» Kazda malickost muze byt dulezita

e Za mesic si nepamatujete nic!

* Majetek ustavu, laboratore — mohou chodit kontroly
* GLP — Good laboratory practice



Navrzeni pokusu - optimalizace
modelu

* vhodné bunky (zvirata)

* médium, roztoky, chemikdlie (pozor na ruzné
vyrobce stejnych produktt)

e doba inkubace, aktivace
e koncentrace latek — aktivatory, inhibitory

* vhodné Casy pro analyzu (dostatek analytu ve
vzorku)

e VVetSinou jsou k dispozici protokoly, je vsak nutné
kazdy protokol oveérit pro kazdou laborator — jiné
vybaveni, jiné chemikalie, jiné ruce

* Vhodné kontroly



Kontroly

* Negativni kontrola — vychozi, normalni stav
(neaktivované bunky, normalni mysi — Wild type)

* Pozitivni kontrola — ovéreni, ze model funguje,
vylouceni technickych artefaktu

e Ostatni (vnitrni) kontroly
* Priklad 1: Pusobi latky A a B synergicky?
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Priklad 2

e PUsobeni latky na bunky
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e Spravné kontroly jsou zaklad experimentu!!!
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Opakovani

* opakované méreni - neni replikat!!!

* technicky replikat — kontrola chyby pipetovani

* biologicky replikat — jediny udaj pro statistické
vyhodnoceni

* v ramci jednoho pokusu
* nezavisly pokus
 u biologickych systému obvykle 3 nezavislé pokusy,
in vivo minimalné 2

* Potreba ziskat duvéryhodna data



Opakovani - replikace

Pokus1 Biologicky replikat v ramci pokusu

Méreni 1

Technicky replikat v ramci méreni

monoplikat
duplikat
triplikat
kvadruplikat

2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

08*8*8

Pokus 2 Biologicky replikat — nezavisly pokus

monoplikat

duplikat

triplikat
kvadruplikat

Pokus 3 Biojogicky replikat — nezavisly pokus

2
monoplikat

duplikat
triplikat
kvadruplikat

6 biologickych replikatl ze 3 nezavislych pokus
celkem 12 méreni (pokud kazdy vzorek ma
technicky duplikat)



Vyhodnoceni pokusu — Analyza dat

Spravne zachazet s replikaty

Pouzit vhodnou statistiku — KME 062

N (n) — pocet vzorku ve skupiné (v prikladu n=6, resp. 3)
* nutné pouzit minimalnin dle robustnosti metody
* |ze urcit vypocltem

Nulova hypotéza — neexistuje souvislost, nema ucinek, atd. —
pozitivni vysledek = vyvraceni nulové hypotezy

p — hodnota — nejmensi hladina vyznamnosti, pri niz jesté
vyvratime nulovou hypotézu

e *-0,05, **-0,01, ***-0,001
SD — standard deviation, smérodatna odchylka

SEM — standard error of mean, standardni chyba priméru
e =SD/odmocnina(n)



Vyjadreni vysledku

* hodnoty, procenta, rozdil (delta), AUC (area under
curve)
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Prezentace dat

* Ne vSechna data je nutné prezentovat — napr. ne
vsechny pokusy, pouze konecny primeér +/- SEM

* Bud tabulka nebo graf, lepsi vzdy graf

e vzdy uvadeét n, p, SD nebo SEM, statisticky test (t-test,
ANOVA, regrese, atd.), popsat osy

* Dat si zaleZet na ¢itelnosti a vzhledu, pokud moZno CB
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Pokusy na zviratech

* regulace zakonem na ochranu zvirat proti tyrani
Zdkon €. 246/1992 Sb.

* Pokusy muze provadét jen certifikovana osoba —
kurzy

* manipulace se zviraty, chovani zvirat, anestezie,
usmrcovani, eticka stranka, alternativni reseni

* Pokusy schvaluje lokalni eticka komise a MZ

* Nutnost prokazat potrebnost, nemoznost
alternativniho reseni, 3R

* 3R — Replacement, Refinement, Reduction



GMO a ,biohazard” agenda

* Povinnost hlasit vlastnictvi a manipulaci s geneticky
modifikovanymi organismy

 evidence vSech GMO, ale i plazmidu
* Mysi (transgenni, KO), baktérie, viry

* Biohazard — nutnost evidovat nebezpecné
patogeny, u nas virus KE, borélie

* Bezpecnostni zony (Biosafety level) — BSL1-4



Klinicky vyzkum

* anonymni zpracovani vzorku

nutnost smluvniho osSetreni pro klinické studie
e ochrana pacienta i instituce

Analyza klinickych dat vyzaduje pokrocilé statisticke
metody — multifaktorialni analyzy — je treba vzit v
potaz nékolik faktoru, pripadné vyloucit vliv
nekterych (pohlavi, vek)

* Meta-analyzy — vyuziti publikovanych dat v ramci
Sirsi studie nebo k vyvhodnocovani jinych parametru



Shrnuti kurzu

* Seznameni s biomedicinou, jako védnim oborem

* Probrani zakladu biologie ¢lovéka véetné nékterych
patologii — zaklad pro dalsi kurzy

* Trendy v soucCasné biomediciné — molekularni biologie,
biochemie, imunologie, imunometabolismus,
neurobiologie

* prace s vedeckou literaturou
 prezentace vysledku

* Prosim o hodnoceni kurzu v SHP — konstruktivni
pripominky



