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Microarrays

Kolekce DNA sond pfichycenych k pevnému podkladu

,»T15téna“ microarrays Fotolitografie




Microarray technologie

I. Vybér sond (probes): cDNA vektory, BAC vektory,
kratké nebo dlouhé oligonukleotidy, proteiny, tkané

Il. PFiprava microarray: naneseni sond na sklo nebo
membranu

lll. Design experimentu: zvoleni spravné metody, pouziti
refereCniho vzorku, zaména fluorescenénich barev

IV. Fluorescenc¢ni znaceni vzorku

V. Analyza microarray obrazu: nalezeni sond v obraze,
korekce pozadi, vypocet intenzity v jednotlivych
bodech

IV. Analyza dat: filirovani, normalizace, porovnani

vysledkl ziskanych z vice microarray experimentl —
klastrovaci analyza
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Technologie pFipravy microarrays

I. tisk pomoci sklenénych kapilar (na podlozni skla)
(vyzkumné laboratore)

Il. ink-jet tisk (Agilent)
lll. fotolitografie (Affymetrix, NymbleGen)

IV. samosestavovani silikonovych kuli¢ek (lllumina)

Microarrays tisténa pomoci sklenénych kapilar
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Microarrays tisténa pomoci sklenénych kapilar

Uprava povrchu skliéek pro tisk arrays |

povrchova uprava skla: amino modifikace, poly-L-lysine

modifikace povrchu — natisknuti DNA sond — UV ozareni
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From Lee N. H. presentation: Introduction to High Density Microarrays
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Uprava povrchu skliéek pro tisk arrays I

povrchova uprava skla: epoxidova modifikace

Uprava DNA: amino-modifikace DNA

ot ocH, R W 14] Bl sdiiod primer
I " ] H \/‘\N\?
HED— o ——e  |u—o=—3 , ST s
NG DN omims _
oCH, ocH, DA e plate
............ MotoroiwBumadics 30-tnk Wprmee
e, Weet e oo
DHA
|
:Icum ONA — —
1 1 1
—— (CH:l (CHis (CHaje
I 1 |
NH N H NH
[} il | [}
H-C=0  H-C=0 H-C20  H-C-OH H-C=0 c-H H-C-OH H-C-H
Fogwm
Baparazon Barsmpands
oua Rexcson Reduction
M- [ NaBH.
SuperAiehyde Subsirate - SuperAlsony oo Substrane e -
Prtermediate] SehiT Base Ready for Hybridizath

From Lee N. H. presentation: Introduction to High Density Microarrays

Zdroj DNA pro tisk pomoci kapilar

I. dlouhé oligonukleotidy:
~ 60 - 70mers
komercné dostupné (Operon, Agilent)

Il. cDNA:
knihovny cDNA vektor (IMAGE, MGC)

dostatecné mnozstvi DNA se vyprodukuje pomoci PCR
(univerzalni primery pro dany typ vektoru)

lll. BAC (Bacterial Artificial Clones): maly vytéZek pfi izolaci,
vysokomolekularni (lepiva) DNA, nutna nasledna
amplifikace DNA spojena s rozdélenim na mensi useky
(DOP-PCR, ligation-mediated PCR)




“ink-jet” tisk

oligonukleotidy 60 bp

pravidelnéjsi tvar
a rozmisténi bodu

Syinge
(pressure source)

firma: Agilent

(From Microarray Biockip Technolagy, ed. M. Schena)

Fotolitograficky zptisob pripravy

syntéza oligonukleotidd pfimo na membrané

Jn-situ” syntéza




Fotolitograficky zplisob pripravy (Affymetrix)

sondy = oligonukleotidy délky 25 bp
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Fotolitograficky zpusob pripravy (NimbleGen)
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Samosestavovani silikonovych kuli¢ek

zakladni stavebni jednotka: silikonova kuli¢ka (3uM), ktera je pokryta
mnoha kopiemi stejnych specifickych oligonukleotidt

kulicka nema pfesné dané misto na sklicku, po fixaci na sklicku je jeji
typ identifikovan diky sekvenci ¢asti oligonukleotidu
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Oblasti pouziti microarrays v biologii

Co se
Typ array | Sondy fluorescencné ... analyza ¢eho
na microarray znacéi a hybridizuje
Expresni | DNA (cDNA, cDNA / mRNA méreni mnozstvi mMRNA v
oligonucleotidy) bunkach, nadorech ...
miRNA oligonukleotidy miRNA méreni mnozstvi miRNA
CGH DNA (BAC vektory, | DNA zmény v genomu (zisk, ztrata
oligonukleotidy) chromozomu nebo jejich ¢asti
SNP DNA DNA detekce ,Single Nucleotid
(oligonukleotidy) Polymorphysms*; zmény v
genomu
Metylace | DNA (CpG islands) | DNA (ovlivnéna mira metylace promotorovych
bisulfidem sodnym) oblasti
Promoter | DNA (promotorové | DNA (ChiP mista vazby transkripénich
oblasti ~ 1kb) obohacena) faktord, modifikace histon(
Tilling DNA vSechno dfive zminéné | v8echno dfive zminéné,
sekvenovani, anotace genl
Protein protilatky protein exprese proteint (ELISA)

Oblasti pouziti microarrays v biologii

DNA

transkripce

translace

RNA

protein




Oblasti pouziti microarrays v biologii

transkripce translace .
DNA protein

Schena M., Shalon D., Davis R. W., Brown P. O.
Quantitative monitoring of gene expression patterns with a
complementary DNA microarray. Science 270: 467-70, 1995.

Genova exprese

Exon1 Exon2 Exon3 Exon4 Exon5 Exon6
Intron1 Intron2 Intron3 Intron4  Intron5

DNA wommmemnsaaaaeeeao- - - - --------- I - - - e

transkripce
mRNA . ~ e v
untranslated regions
translace
protein
ATG STOP
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Genova exprese

Exon1 Exon2 Exon3 Exon4 Exon5 Exon6
Intron1 Intron2 Intron3 Intron4  Intron5

DNA wommmemmcaasaeeeao- - - - --------- T - - - e

transkripce

-,
mRNA

5 3
]
zpétna
transkripce
(RT)
3 5

cDNA: jednoretézcova DNA (v dalSim kroku je mozné syntetizovat druhy retézec)
u gent s dlouhou mRNA nemusi vznikat vzdy cela cDNA

Metody méreni mnozstvi mRNA

Method Typical Throughput Comments
*Northern blot 1 gene *Standard procedure; “Gold standard”, Low throughput
*Subtractive cloning *Mid-1980's, Not comp rehensive, High FP
*Differential display E *1992, Follow up cloning required; Potential to
= identify rare mRNAs, High FP
*RT-PCR and Real-time RT-PCR & (Liang & Pardee, Science 257 067-71, 1992)
ot
+2D protein gelMass Spec = *Sequence [.D. & semi-quantification, FP?
0
+ICAT/Tandem Mass Spec E 2001, Sequence I.D. & quantification, FP?
= (Han etal., Nature Biotech 19: 246-951, 2001)
2]
~
EST/SAGE = #1995, Prior sequence knowledge not mandatory,
Moderate FP - depends on level of survey
{(Leeetal, PNAS 02: 8303-7, 1005; Vdculescn e al. 8 cience
- 270: 484-7, 1995)
*1995, Identification of differential d
+High density arrays 20,000-40,000 genes ettt erentia g ExpYRsse

genes dependent on arrayed elements, Low FP
(Schena etal. Science 270: 46770, 1995)

From Lee N. H. presentation: Introduction to High Density Microarrays
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Méreni mnozstvi mRNA

(microarrays tisténé pomoci sklenénych kapilar)

Typ sond

. dlouhé oligonukleotidy:
~ 60 - 70mers
komeréné dostupné (Operon, Agilent)

Il. cDNA:
knihovny cDNA vektort (IMAGE, MGC)

dostatec¢né mnozstvi DNA se vyprodukuje pomoci PCR
(univerzalni primery pro dany typ vektor()

mRNA -
5 3

— dlouhé oligonukleotidy

¢ DNA
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Experimentalni design

e Laser1 Laser2
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Image Analysis

Experimentalni design

Porovnani exprese mezi vzorky: B D ?2?7?
A— B E c A

. Loop design: kazdé dva vzorky / B\ e B\
jsou hybridizovany na jedno sklo A C A Cc
(plus vzajemna zaména \\’ [/ A /
fluorochromu) E—D E—D

. Reference design: kazdy vzorek
je hybridizovan s referenénim A B c b E
vzorkem, ktery pak slouzi jako
prevodnik mezi riznymi vzorky \\: } ://
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Experimentalni design

Loop design

poskytuje pfimé srovnani mezi vzorky

0 kazdém vzorku ziskame vice informaci - kontrola
vyzaduje vétSi mnozstvi RNA z kazdého vzorku
Spatny vzorek vice ovlivni cely experiment

Reference design

Ize jednoduse rozsifit o novy vzorek
jednodussi interpretace vysledku

vyzaduje méné RNA ze vzorkl

Spatny vzorek méné ovlivni cely experiment

Fluorescecni znaceni

Znaceni:

Primé: jeden z nukleotidl je znagen fluorescencni zna¢kou
nukleotid s fluorescenéni barvou zabira vice mista —

nez nepfimé znaceni

Nepiimé: jeden z nukleotidd modifikovan reaktivni amino
skupinou, na kterou se potom vaze fluorochrom (NHS

ester forma)
pracnéjsi v laboratofi nez pfimé znaceni
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Méreni mnozstvi mRNA

(fotolitograficky pripravené microarrays)

Typ sond
oligonukleotidy 25bp
blize k 3’ konci
11-16 na jeden gen cDNA

5 / ¥

... TCGTCTGTATCACAGACACAAAGTTGACTG...
Perfect Match PM: CAGACATAGTGTCTGTGTTTCAACT
MisMatch ~ MM: CAGACATAGTGTGTGTGTTTCAACT

B ] | \

M1
3 ML
gfescent probe intensity

Perfect Match vs MisMatch oligonukleotidy

"
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(PSR
B

DZE\:
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Experimentalni design
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Image Analysis

Fluorescecni znaceni

NepfFimé: jeden z nukleotidd modifikovan biotinem, ktery se detekuje
pomoci fluorescenéné znacené protilatky az po hybridizaci

biotinem se znaci cRNA (in vitro transcription)

MRNA — first strand cDNA — double strand cDNA — cRNA
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Fluorescecni znaceni

Biotin-labeled
Total RNA cDNA cANA

in Vitro //

Reverse L ™
ST~ ARAA  Transcription ~ Transcription
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Porovnani tisténych a fotolitograficky
pripravenych microarrays

tisk kapilarami fotolitografie
pocet sond ~ max 33 000 ~ max 390 000
priprava naro¢na jednodussi

prace s knihovnami
(neplati pro dlouhé oligo)

tisk vétsi variabilita mezi mensi variabilita mezi
sklicky sklicky

design umoznuje pfimé srovnani | nepfimé srovnani

experimentu

alternativni nelze studovat mozné studovat

sestfih (neplati pro dlouhé oligo)

uprava podle |jednoducha diive nemozna,

pozadavku dnes mozna




Méreni mnozstvi mRNA

(Allumina samosestavovaci arrays)

Samosestavovani silikonovych kuli¢ek
zakladni stavebni jednotka: silikonova kulicka (3uM)

kulitka nema pfesné dané misto na sklicku, po fixaci na sklicku je jeji
typ identifikovan diky sekvenci ¢asti oligonukleotidu

oligonukleotid:
|. adresa (definuje typ kulicky)
Il. vlastni sonda - oligonucleotid (50 bp), ktery je specificky
pro jednotlivé transkripty

mira exprese mMRNA = intenzita fluorescence navazané cRNA

C *J Biotin
— \\_ X C Labeled
J L = cRNA

i 9 [T
R Address
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Objevovani novych transkriptu

objevovani novych transkriptd, které nejsou jesté ve vefejnych
databazich (napf. SeqRef, Emsembl)

nebylo to mozné pomoci vySe zminénych technologii, protoze ty
jsou zalozené na znalostech obsazenych v databazich

Reseni:
tilling arrays (Affymetrix)

mRNA sequencing (lllumina)

,» Tilling* arrays

sondy na skli€ku pokryvaji kompletné urcitou oblast
genomu popr. cely genom

repetitivni sekvence nejsou pokryty (pfed navrhem sond jsou
odstranény pomoci programu ,RepeatMasker*)

sondy: oligonukleotidy (Affymetrix - 25bp, NimbleGen — 60bp)
(napf: 38 arrays, kazdé obsahuje 390 000 sond - 60mer
pokryje cely lidsky genom - NimbleGen)

po hybridizaci s fluorescenéné znacenou cRNA ,sviti“ sondy, které predstavuji

transkribovana mista ve studované oblasti (genomu)

sondy v mistech ,bez transkripce® maji intenzitu fluorescence na urovni pozadi

Ize detekovat nové exony, jejich alternativni sestfih
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MRNA sequencing

objevovani novych transkriptl pomoci lllumina sekvenacni technologie

neni potfeba navrhovat, tisknout nebo syntetizovat sondy

mMRNA — first strand cDNA — double-stranded cDNA —

fragmentace

l

sekvenace (lllumina technologie) <— ligace adapterd

MRNA sequencing

g
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