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Technologie mikroc€ipu
Mikrocipy— biotechnologie simultanné srovnavajici biologické objekty (molekuly,

tkané) na zakladé jejich imobilizace na jediny podklad do oblasti (spotl) které jsou
pravidelné usporadany do fadku a sloupcu

Podklad: sklo, gel, parafin, ...
MikroCipy v genomice a proteomice:

DNA mikrocCip

« Proteinové mikrocipy




DNA mikrocCipy

« Serie kratkych DNA sekvenciimobilizovanych rovnomérné na podklad, pouzivana
k detekci DNA nebo RNA (obvykle jako cDNA) ve vzorcich.

*  Vyuziti

Méreni zmén v hladinach genove exprese (gene expression profiling, detekcia
RNA - cDNA) - expresni mikroCipy

detekce strukturnich zmen v genomu (SNPs- jednonukleotidové polymorfismy
nebo zmény v poctu kopii genu) — arrayCGH, SNP arrays

detekcivazebnich mist proteind na genomu (ChIP-on-chip)
detekci alternativniho sestfihu (exon junction arrays)
pfesna detekce neznamych a nepredikovanych transkriptu (tiling arrays)



Sonda (probe)

Kratké sekvence DNA (oligonukleotidy) na mikro€ipu se nazyvaji sondy, anglicky
probes

Kazda oblast DNA (obvykle gen), kterou chceme zkoumat
Sondy jsou navrzeny tak, aby byly pro dany gen / oblast co nejspecifictéjSi

Microarray slide
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Zakladni princip

1. Fragmenty DNA / cDNA ze vzorku se sparuji s komplementarnimi sondami na mikro€ipu a
tim se mobilizuji.

2. Imobilizované molekuly DNA, které byly dfive oznaceny fluorescenénim barvivem se pak
daji detekovat pomoci UV skeneru a kvantifikovat tak mnozstvi mRNA / DNA s danou sekvenci
pfitomné ve vzorku.

A. DNA isolation D. Imaging
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Postup mikroCipového experimentu

1. Vyroba mikroCipoveho sklicka

2. Ptiprava vzorku Pfiprava ¢ipu a vzorku
3. Hybridizace

4. Skenovani Vznik dat

5.

Analyza obrazu (kvantifikace signalu, vznik expresnich dat)



Postup mikroCipového experimentu

Vyroba mikrocCipoveho sklicka

Pfiprava ¢ipu a vzorkdl

1.
2.
3.
4 Vznik dat
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Princip vyroby DNA mikrocCipu

« Vyroba skliCka spociva v pfipojeni sond na podlozné sklicko do oblasti spotu
* Dve hlavni metody:

- Spotting — sondy jsou syntetizované PRED umist&nim na microarray skli¢ko,
potom umisténé na sklicko pomoci specialniho robota



Spotovaci robot




Princip spotovani
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http://www.youtube.com/watch?v=Pjr1Oyc0KrY&feature=related
http://www.youtube.com/watch?v=Pjr1Oyc0KrY&feature=related

Princip vyroby DNA mikrocCipu

* Vyroba skliCka spociva v pfipojeni sond na podlozné sklicko do oblasti spotu

« Dve hlavni metody:

. Spotting — sondy jsou syntetizované PRED umist&nim na microarray skli¢ko,
potom umisténé na sklicko pomoci specialnino robota

 In-situ syntéza — sondy jsou syntetizované pfimo na podklad, fotolitografickou
syntézou

http://www.youtube.com/watch?v=ui4BOtwJEXs&feature=related

« Spotting — u delSich cDNA sekvenci
* In-situ syntéza— pro kratkeé oligonukleotidy


http://www.youtube.com/watch?v=ui4BOtwJEXs&feature=related

Typy sond

« cDNA sondy - 500-5000 paru bazi dlouhé cDNA klony cilového genu nebo zname
sekvence. Obvykle syntetizované pfed umisténim na microarray sklicko pomoci
spotovaciho robota

* Vyhoda: jsou vice specifické, a v pripadé uspésné hybridizace s cilovou DNA
muzeme témér s jistotou fict, Ze se spojily pravé s danym genem

« Oligonukleotidove sondy — maximalné 25 parl bazi dlouhé sekvence, ktere jsou
designovaneé tak, aby odpovidaly jen Castem sekvence znamych kodujicich genovych
ORF (open reading frames).

mRNA referenéni sekvence
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——
/ pary DNA sond
Referenéni sekvence

...TGTGATGGTGGGAATGGGTCAGAGACTCCTATGTGGGTGACGAGGCC

TTACCCAGTCTT|C/CTGAGGATACAC Sonda perfektni shody

TTACCCAGTCT T|G[CTGAGGATACAC Sonda s jinym nukleotidem
S d fektni shod
Obraz fluorescenéni intenzity onda pertextnt shody

AN

Sonda s jinym nukleotidem



Typ mikrocCipu dle typu sondy

« Podle typu sondy rozliSujeme:
« CDNA mikroc€ipy — pouzivaji cDNA sondu
» hybridizace zavisla na délce sond
* nezname presny pocet klonu v kazdém spotu

» hybridizaci nutno stanovit relativné (k referenci). Tato relativni informace je
robustnéjsi nez absolutni informace o intenzité kazdého spotu. Proto jsou tyto
experimenty obvykle dvoukanalove (jeden kanal pro DNA, kterou zkoumame,
druhy kanal pro referencni DNA).

Oligonukleotidové mikroc€ipy — oligonukleotidoveé sondy, obvykle syntetizované in-
situ

« zname presny pocet klonu

« stejnadélka sondy

* neni nutna reference, proto jsou jednokanaloveé (jeden vzorek na Cip  bez
reference).



Postup mikroCipového experimentu

Priprava vzorku Pfiprava ¢ipu a vzorku

a K~ =

Vznik dat



Priprava vzorku

1. 1zolace DNA/RNA: molekuly které chceme zkoumat (DNA Ci mRNA) jsou
extrahované ze vzorku.

o) . ALY
@ T ARX

2. Prepis a amplifikace: mMRNA se prepisuje do cDNA a amplifikuje se
pomoci RT-PCR. DNA zas pomoci PCR.

A PCR AT DNA
/A DNA - VA Y

ACT A°CT



Priprava vzorku

3. Znaceni: Amplifikovana DNA (cDNA) je obarvena fluorescencnim barvivem
(nejcasteji Cy3 nebo Cyb5). Toto s nazyva prfimé oznaceni. U nepfimého znaceni
nejdfive skupina, vétSinou primarni amin je inkorporovana do cDNA a Cy3/Cy5
jsou potom inkorporované do cDNA pfi nasledné reakci.

Control Test
5 AAAAAAAA 5 AAAAAAAA
S OligodT primer
OligodT primer
v
v % AAAAAAAA
5 AAAAAAAA x TTTTTTTTT
ITTTTTTT] Reverse Transcriptase, aa-dUTP
Reverse Transcriptase
Cy3-labeled dCTP . AAAAAAAA

. y KAKKAARA 5 /Y\NYVYVVY\/\ TITTTTTITT
3 /YVVYV\N\/Y\/\ TTTTTTTTT

NH, NH,NH, NH,

Cy3 Cy3 Cy3 Cy3 Degrade mRNA,
¥ Add N-hydroxysuccinimide-CyS5

N
e Degrade mRNA .
—~ 3 /Y\NYVYVVYV\TTTTTTTTT
NS H NH NH NH
3'/YWYVYWYV\TTTITTTTT \l” | TH |

Cy3 Cy3 Cy3 Cy3 Cys Cy5 Cy5 CyS

s
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Postup mikroCipového experimentu

Pfiprava ¢ipu a vzorkdl

Hybridizace

a K~ =

Vznik dat



Hybridizace DNA

* DNA mikrocCipova technologie je
zalozena na hybridizaci

by heating Renaturation
on cooling

(b) * Hybridizace je proces

komplementarniho parovani
dvou jednofetézcovych
nukleovych kyselin do
dvouretézcove molekuly
(duplexu) na zakladé parovani

bazi.
(c) RNA
i guu.gu (M M 'W.‘uv Me o
GCAU

Hybridizetion

RNA strand DNA strand



Hybridizace na mikrocCipu

1. Fragmentovana a namnozena cDNA(DNA) vzorku se nanese na mikroCipove sklicko, kde uz jsou
pfedem navazané jednoretézcové sondy.

2-. Zahratim na urCitou teplotu se zrusi vodikové vazby mezifetézci a DNA vzorku se rozpléta na dva
samostatné fetézce — tento proces nazyvame denaturace.

3. Teplotase zase snizi a jednofetézcoveé molekuly se snazi znovu sparovat se svymi
komplementarnimiretézci

1. Two oligonucleotides with 2. Hybridization of the fluorophare- 3. One oligonudectide is
different sequences are labelied DMNA with the immobilized perfecily bound while the
immobilized on a DA chip. oligonucleatides, ather forms & maspair.

4. Nastava komplementarni parovani mezi:

T T
o o v ex o G — G

- puvodnim parem DNA fetézcu &

- DNA a sondou—vznika hybrid ;

5_ Sk“’éko se nakonec omyje a 5. Fluorescence detection aof the 4, Stringent wash of

ZGStanOU hybrid on the chip surface. the chip.

Zdroj: http://pubs.rsc.org/en/content/articlehtml/2008/mb/b713259j



Vznik a vlastnosti mikrocCipovych dat



Postup mikroCipového experimentu

Pfiprava ¢ipu a vzorkdl

W N

4. Skenovani Vznik dat
5. Analyza obrazu (kvantifikace signalu, vznik expresnich dat)



Vznik a charakter dat

Kazda technologie ma svuj vlastni zpusob kvantifikace signalu (teda promény signalu
na Cisla — data).

Mnohé principy jsou spolecne.
1. Fluorescencnisignal je excitovan s pomoci laseru

2. Elektrony jsou zachycené mikroskopem pres filtry do obrazu
3. Tyto obrazova data se kvantifikuji



Vznik a vlastnosti mikroCipovych dat ->
cDNA mikrocCipy



Jak ziskavame zakladni data z cDNA

A. RNA Isolation

Sample A Sample B
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B. ¢cDNA Generation
C. Labeling of Probe

Reverse Transcriptase

el

E. Imaging

‘ Sample A>B

{0 Sample B=>A

F. Analyza obrazu
(snimani intenzit
jednotlivych kanali)

Sample A=B
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Datovy soubor:
tisice fadku (genu) X
desitky sloupcu

- Ciselné hodnoty intenzit
testované a referenéni RNA
(+ hodnoty pozadi... )

- kontrola kvality spotu

A

DalSi analyza

1. upravy datového souboru

2. urCeni odliSnych genu

3. klasifikace, predikce....
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Dvoukanalové skenovani

Po hybridizaci vkladame sklicko do skeneru abychom vytvorili obrazek
mikroCipu.

ExcitaCni a emisni spektra Cy3 a Cy5

P —

GenePix laser 532 nm

GenePix laser B35 nm

400 500

VysSi frekvence,
vice energie

Vinova délka (A, nm)

NizSi frekvence,
meneé energie

Ozareni
,cervena“

] vinova
x délka
,Zelena

vinova
délka

fluorescence

\ /
Prekryti obrazu
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Analyza obrazu

Po skenovani se ulozi obrazek mikroCipoveho skliCka ve formatu .tiff, ktery se vlozi do
programu pro analyzu obrazu. Nasleduje kvantifikace signalu.

Kroky kvantifikace:

1. Lokalizace center spotu Automaticky
pomoci grid (sitky), a manualni Upravou

2. Segmentace

Klasifikace spotu, odlisené intenzity pozadi

od popredi (pomoci kruht, etc...).

3. Kvantifikace signalu
V popredi i v pozadi spotu
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Lokalizace center spotu

Automaticky pomoci specialniho souboru grid (od vyrobct mikro€ipu),
ktery obsahuje informaci o:

» Poc¢tu a umisténi spotd na mikroCipu
* Priméru spotu v pixelech




Segmentace

V tomto kroku jsou programem pro analyzu obrazu rozpoznavané
oblasti spotu a pozadi

Nastaveni velikosti a pozice spotl — probiha nejprve automaticky
Obvykle nutna vizualni inspekce a dalsi pfizpusobeni ru¢né

Navic — nutné manualni oznaCovani Spatnych, pfipadné prazdnych
spotu

NejCastéjSi algoritmy vyhledavani spotu: - L

=  Fixed circles F
=  Adaptive circles

=  Histogram adaptive

Ruzné programy ruzné definuji pozadi spotu

QuantArray
ScanAlyse




Frekvence

Kvantifikace signalu

V této fazi se kvantifikuje signal spotu, pouzivaji se rizné charakteristiky
(pramér, median, modus, kvantily)

| |
I |
| ]
I I
N [
> : | —  Primér
: : — — Median
& : | — Modus
L —- 75% kvantil
I I
- |
' |
I :
| |
. L[]
I ]
| | | I I |

|
2 4 6 8 10

Logaritmus intensity signalu v pixelech spotu



Kvantifikace signalu pozadi

e Tri druny metod:
1. Lokalnimetoda(local background)
2. Morfologicke otevreni (morphological opening)
3. Konstantni/globalni metoda (constant/global background)

GenePix QuantArray ScanAlyse

Vizualizace oblasti lokalniho odhadu intenzity pozadi u tri
riznych programu analyzy obrazu cDNA mikrocipu



Kvantifikace signalu pozadi 2.

e Tri druny metod:
1. Lokalni metoda (local background)
2. Morfologické otevreni (morphological opening)
3. Konstantni/globalni metoda (constant/global background)

Ctvercovy element Novy obraz Schematické znazornéni
s odhadnutym Center spotl, ze kterych
signalem pozadi je odhadnuty

signal pozadi pro spot



Kvantifikace signalu pozadi 3.

e Tri druny metod:
1. Lokalni metoda (local background)
2. Morfologicke otevreni (morphological opening)
3. Konstantni/globalni metoda (constant/global background)

Signal je odhadnuty jako jedina hodnota pro vS§echny spoty:

« Jako prumeér intenzit signalt negativnich kontrol (sondy jiného
organismu, které by nemély hybridizovat se vzorkem)

* Nebo jako 3% kvantil rozdéleni signalu vSech spotu



Kontrola kvality spotu I.

Po dobu kvantifikace intenzit probiha jesté inspekce kvality spotu na zakladé
parametra zadanych do algoritmu

| po kvantifikaci je mozné manualné oznacit spoty, které povazujeme za
nekvalitni

Spotum, které neprojdou kontrolou kvality je pfifazena pfislusna hodnotav
promenné Flags:

Napf.
« 100 ~ good;
e -100 ~bad;

e -75~ absent;
e -50 ~ not found:
0~ unflagged,;



Kontrola kvality spotu ll.

Charakteristiky kontroly kvality:
 Velikostatvar spotu

« P¥ilis malé spoty neposkytuji verohodné odhady intensity hybridizace (Simon et
al., 2003) (spoty mensi nez < 25 pixelt by mély byt odstranéné)

« Spoty s nepravidelnym tvarem, pfipadné "koblihoveé spoty" by meély byt oznaCené
jako nekvalitni

* Intensitasignalu
« Spoty s priliS malou intenzitou signalu v obou kanalech
* 10g2(610/590) = 0.048, ale log2(30/10) = 1.58
« Pomer signal/Sum by mél byt dostate¢né velky
« Nasyceni (saturace) spotu
« Spoty by nemély obsahovat nasycené pixely!

Source: http//probes.invitrogen.com/lit/catal og/2/images/g002230.gif



Kontrola kvality spotu lll.

Pfiklady nekvalitnich spotu (A-C) v porovnani s idealnim spotem (D)

A) nasyceny (saturovany) spot, B) koblihovy spot, C) spot s nepravidelnou
strukturou, D) dobry spot



Ukazka zakladnich cDNA mikroc€ipovych dat

Po kvantifikaci a kontrole ziskavame zakladni datovy soubor.

Data z jednoho cDNA mikroCipoveého sklicka

A | B | C | o | E | F L & | H [ 1 | J | K L 3‘
| 1 |Unique position|D Chromosome kb positio SES end | Plate info Block Colurmn  |Row Mame X Dia.
| 2 | 44 RP11-195408 1 37581779 37726637 MK2CH 26 11 19 44 8600 35890 MDJ.
| 3 | 44 RP11-195408 1 37581779 37726637 MK2C1 26 10 19 44 8370 35890 140
Ex 44 RP11-19548 1 37581779 37726637 MK2C1 2 12 19 44 8820 35890 140
| 5 | 102 RP11-12444 1 87374525 87558032 NKI2B12 4 7 19 102 16B00 8970 120
B | 102 RP11-12444 1 87374525 87558032 NKI2B12 4 9 19 102 17080 8970 130
|7 102 RP11-12444 1 87374525 87558032 NKI2B12 il g 19 102 16830 8970 120
|8 | 1584 RP11-145H4 1 1.52E4H18 1.52E+H18 NKI2GS 26 11 20 154 8600 36110 150
| 9 | 1584 RP11-145H4 1 1.52E4H18 1.52E+H18 MKI2GS 26 13 20 154 8040 36110 140
10| 154 RP11-145H4 1 1.52E4H18 1.52E+H18 MKI2GS 26 12 20 154 §820 36110 150
11| 187 RP11-1122M 1 1.83EHIB 1.83E+03 MKI2F10 20 7 20 187 1630 2120 130
12| 187 RP11-1122M 1 1.83E4H18 1.83E+03 MKI2F10 20 b 20 187 1edB0 27120 130
13| 1687 RP11-1122M. 1 1.53E4H18 1.53E+05 MKI2F10 20 5 20 187 16240 27120 130
14| 195 RP11-66f 1 1.89E+08 1.9EHIB NKE2C2 18 10 19 196 8330 26880 130
15| 195 RP11-66f 1 1.89E+08 1.9EHIB NKR2C2 18 11 19 196 §560 26390 130
| 16 | 195 RP11-66f 1 1.89E+08 1.9EHIB NKR2C2 18 12 19 196 8780 26880 130
17 | 236 RP11-845b6 1 227E+H08 2.27EHIB NKI2C3 10 10 19 236 8330 17960 140
18 | 236 RP11-845b6 1 227E+H08 2.27EHIB MK2C3 10 10 19 2% 8330 17960 140
| 19| 236 RP11-845b6 1 27EH18 2.2Z7EHIB NK2C3 10 12 19 2% 87680 17960 150
20| 236 RP11-845b6 1 227EH18 2. Z7EHIB MK2C3 10 12 19 2% 8780 17960 150
| 21| 236 RP11-845b6 1 227EH18 2.27EHIB NKI2C3 10 11 19 236 8550 17960 140
| 22| 236 RP11-845b6 1 227EH18 2.27EHIB NKI2C3 10 11 19 236 8550 17960 140
| 23 | 320 RP11-1084a2 2 47485695 47657350 MKITF10 24 7 20 3200 1B6BOD 31810 130
| 24 | 320 RP11-1084a2 2 47485695 47657380 MKITF10 24 B 20 3200 164400 31810 130
| 25 | 320 RP11-108442 2 47485695 47657380 MKITF10 24 b 20 3200 162200 31810 130
| 26 | 323 RP11-460n15 2 47854784 48034160 NKIZHB 4 12 20 23 A 9180 130
| 27 | 323 RP11-460n15 2| 47854784 48034160 MKIZHB 4 11 20 323 17500 9190 130
| 25| 323 RP11-460n15 2| 47854784 48034160 NKIZHB 4 13 20 323 17340 9190 130
| 29| 324 RP11-3g11 2/ 47946540 45102089 NKI2H7 12 11 20 324 175400 18180 130
| 30| 324 RP11-3g11 2/ 47946540 48102089 NKI2H7 12 12 20 324 177800 18160 140
| 31| 324 RP11-3g11 2/ 47946540 45102089 NKI2H7 12 13 20 324 17990 18160 140
| 32 | 361 RP11-232118 2/ 71372264 71537932 NKIF4 B 20 19 31 19530 13430 130
| 33| 361 RP11-232118 2/ 71372264 71537932 NKIF4 1 20 361 16260 13660 130
H3 41 3 >I|\N0553e?(1 rEsPLJIJSQEEIrL%ene komplet / JJ = |19 ] 1224 0 FH



Zakladni datovy soubor

Obsahuje (priklad GenePix 6.0)

« Pozice spotu

« Jméno a dalSi identifikatory sondy na spotu

« DalSi charakteristiky spotu: (prumeér, tvar, cirkularita, saturace, ...)
 Informace o intenzité signalu pozadi, popfedi (median, prumér, suma, SD)
« Pocet saturovanych pixelu

* Odvozené charakteristiky

. i) % pixelld signalu s intenzitami vétSimi nez 1SD (2SD) intenzity pozadi
. Il) intenzita signalu minus intenzita pozadi

. lil) pomér mediand/pramért obou kanalu

. IvV) logaritmus baze 2 tohoto poméru

* |nformace o kvalité spotu
 Proménnou Flags



Zakladni data

Data v zakladnim souboru NEJSOU koncentrace mRNA!

Hodnoty ziskané z microarray experimentu jsou pozitivné korelované s mnozstvim
pritomné mRNA, ale navic v sobé nesou SUM, souvisejici s:

Kontaminaci tkaniva

RNA degradaci Dal$imi technickymi vlivy pfi
Efektivitou zpracovani

Efektivitou spotovani

« amplifikace DNA Segmentaci obrazu

* reverzni transkripce Kvantifikaci signalu

* hybridizace a specificitou sond

Korekci na pozadi
Vybérem a identifikaci sond

PCR vysledkem

« NUTNA KONTROLAKVALITY A UPRAVA DAT



Podivejme se na realna data!

V uCebnich materialech k predmétu naleznete soubor cDNApriklad.zip
Soubor stahnéte a rozbalte.

Struktura adresare:

raw/

cDNA.R
E-GEOD-45596.1df.txt
E-GEOD-45596.sdrf.txt
SampleInfo.txt

Vyberte jeden ze souboru z adresare raw/ a oteviete ho v EXCELuU

GSM1110303 Texas Tech 251485034901 S01 GE2-v5 91 0806 1 1.txt
GSM1110304 Texas Tech 251485036824 S01 GE2-v5 91 0806 1 1.txt
GSM1110305 Texas Tech 251485034901 S01 GE2-v5 91 0806 1 2.txt
GSM1110306 Texas Tech 251485036824 S01 GE2-v5 91 0806 1 2.txt



