Mikrogipy



MikrocCipy, mikrousporadani,
microarray

Nova technologie vyuzivajici hybridisace — pro
studium genoveé exprese
Na mikroskopickem sklicku jsou ukotveny ve

velkem poctu kratke oligonukleotidy (napr. 80 x
80),

ktere reprezentuji vSechny geny organismu

soucasne jsou hybridizovany s molekulami
cDNA (radioaktivne nebo fluorescencne
znacenymi)

Hybridisace je detekovana pomoci laseru s
vysokou rozlisovaci schopnosti



MikroCipova analyza umoznuje

Zjistit, které geny se exprimuiji
identifikovat sady genu, které reaguji stejnym zpusobem na urcity
podnét (napf. zmeéna teploty jina zména prostredi)

zjistit, ktere geny jsou exprimovany, indukovany nebo reprimovany v
zavislosti na bunééném cyklu, fazi vyvoje apod.

Sada genu, jejichz exprese se zvySuje nebo snizuje vlivem stejnych
podminek, ma pravdépodobné stejnou funkci

Urcity typ genove exprese mize indikovat abnormalni bunécnou
regulaci (napf. pfi urCitém onemocnéni)

Intenzita méreného signalu je umérna mnozstvi transkriptu v
populaci RNA



Zpéetna (reverzni) hybridizace

« Soubor neznacenych oligonukleotidu
(sond) je imobilizovan na pevnem
podkladu, k nimz hybridizuje vzorek
obsahujici testovanou znacenou DNA.

* (Znaceny mohou byt ukotvene
oligonukleotidove sekvence a k hybridizaci
muze byt pouzita mMRNA nebo DNA)



Kroky v Cipove analyze genove
exprese

1. konstrukce Cipu
2. priprava sondy
3. hybridizace sondy s Cipem

4. snimani a detekce hybridisacnich
produktu

5. normalizace a analyza dat



1. Konstrukce Cipu

* Dve zakladni technologie

» - nakapavani DNA fragmentu
(oligonukleotidu) na Cip (podlozni sklicko)

- syntéza oligonukleotidu pfimo na Cipu



Nakapavani na Cip

* nakapavaji se PCR produkty (po
amplifikaci genomové DNA), cDNA (po
reverzni transkripci mRNA),
oligonukleotidy (chemicky syntetizovane)



Nakapavani s vyuzitim specialne
konstruovanych zarizeni

 Pomoci jehly (tvar a hustota nanesenych kapek
jsou dany prumeérem a tvarem jehly a viskozitou
roztoku)

 Pomoci klicky a krouzku (klickou se davkuiji

KapiCky, krouzek je udrzuje) vyhoda: do kapek

ze pouzit ruzné monozstvi DNA

e S vyuzitim principu inkoustove tiskarny
(umoznuje zmenseni objemu kapky na pl)




Syntéza primo na Cipu

Oligonukleotidy jsou syntetizovany na pevném
nosicCi — sklicku (vyuziva se fotolitografickych
predloh nebo bezmaskoveé technologie spolu s
fotodeposicni chemii)

Jsou dlouhe 15-25 bp

Ruzné sekvence predstavuji jednotlivé geny
Lze analyzovat mala mnozstvi transkriptu
Eliminovat sum a falesne pozitivni vysledky



2. Priprava a detekce sondy pro
analyzu mRNA

* syntetizuje se biotinylovana cDNA,
provede se hybridizace, hybridisacni
produkt je detekovan pomoci avidinu s
prikonjugovanym fluoroforem (cyanin,
Cy9d, Cy3, fluorescein, rhodamin)

* Pouziti vetsiho poctu barviv pro znaceni
umoznuje soucasne srovnani pritomnosti
ruznych mRNA v analyzovaném vzorku



3. Hybridizace sondy s Cipem

Podminky hybridizace nejsou pro jednotliva mista Cipu
stejné z duvodu ruznych sekvenci imobilizovanych
nukleotidu

Voli se takova stringence (teplota a koncentrace soli),
ktera dava dostatecné intenzivni signaly odliSitelné od
slabSich signalu v pfipadé hybridizace s ¢astecné
komplementarni sekvenci

Soucasti Cipu jsou kontrolni RNA transkripty

Relativni mnozstvi jednotlivych transkriptt v
analyzovaném a kontrolnim vzorku je stanoveno podle
intenzity signalt detekovanych pro jednotlivé fluorofory s
prinlédnutim k rozsahu signalnich poruch.



4. Snimani a detekce hybridizace

Kryci sklicka jsou po hybridizaci snimana a
vizualizovana pomoci ruznych typu ¢tecich
zarizeni — CCD kamery, nekonfokalni a
kogg)kélnl’ laserove skenery napr. ScanArray
30

Obrazy jsou analyzovany s urcCitym cilem
(Zjistit expresni uroven jednotlivych genu
|dentifikovat rozdilné exprimovane geny apod.)
a

K tomu se pouzivaji pocCitacove programy napr.
GenePixPro 3.0.5. nebo ScanAnalyse



5. Normalizace a analyza dat

Provadi se normalizace relativnich intenzit
fluorescence v kazdém ze snimanych kanalu
(Cy3, Cyd)

Analyzuji se vysledky 3 a vice nezavislych
experimentu

Variabilita se stanovuje po zhodnoceni sumu

Stanovi se reprodukovatelnost u jednotlivych
duplikovanych genu na daném Cipu



L ze ocekavat

. Ze se méfitelné zmény v expresi projevuji
u stovek genu

» Kidentifikaci a tfidéni genu podobné
exprimovanych (tzv. klastry genu) se
pouzivaji pocitaCcove programy napr.
Cluster nebo Tree view

« Ziskame tzv. klastroveé algoritmy
mikrocCipové analyzy



MikroCipova analyza umoznuje

» detekovat globalni zmeny v transkripci
genomu,

» avsSak neposkytuje informaci o hladinach
proteinovych produktu, jez mohou byt
regulovany na urovni translace. K tomu se
vyuziva dvourozmerna gelova
elektroforéza.



MikroCipova analyza umoznuje
provadet
* srovhavaci genomiku

» Genotypizaci
* Diagnostiku



V' mikrobiologil

* Se vyuzivaji tzv. diagnosticke Cipy
 Pro identifikaci ruznych baktérii napr. v
Klinickem materialu



Konstrukce DNA mikrocCipu

[ actococcus lactis IL1403
Vychazi ze sekvence kompletniho
genomu tohoto kmene

Genom obsahuje 2310 ORF (otevrenych

Ctecich ramcu) s prumérnou délkou 900
bp

370 paralognich rodin (vznikly duplikaci)

Kdyz se nebraly v uvahu tyto duplikované
geny a IS elementy, zustalo 1920 ORF



Pri konstrukci mikrocCipu byly
vyuzity PCR produkty
Nejprve bylo peclivé pro kazdy specificky ORF navrzeno

a syntetizovano 1920 paru primeru

Na 5°konec primeru byla pfisyntetizovana univerzalni
sekvence 15 nukleotidu

PCR reakce probehla v mikrotitracni desticce v objemu
100 ul

Prvni PCR byla provedena s 10 ng genomové DNA

Druha PCR byla provedena s 5 ul 40x redénych PCR
produktu a s C12-NH2 modifikovanymi univerzalnimi

primery
Usp&3sné bylo amplifikovano 96% gent (z 1920)



PCR produkty

* byly purifikovany a peclive kovalentne
imobilizovany na sklenené sklicko (0.6 nl
kapky na plose 1.8 x 1.8 cm, 15x15 kapek
vzdalenych 200 mikronu).

« Jako kontrola byla pouzita sada
arteficiernich genu jako univerzalnich
referencnich genu



Hybridizaci |ze provadet

e Pomoci znacené cDNA ziskané z bunéek
L actococcus lactis

» Lze sledovat expresi jednotlivych genu



Krome DNA Cipu se konstruuji

* Proteinove (peptidoveé) Cipy — interakce
proteinu

* Imunocipy (imobilizované protilatky) k
vyhledavani cilovych bunek



Vysledek Cipove analyzy

. Ruzna zabarveni v jednotlivych mistech
cipu



Geny klasifikujeme podle funkce

« Paralogy jsou velmi podobné geny, kodujici
oribuzné biologicke funkce. Vznikly
pravdepodobné genovou duplikaci. Sekvencni
podobnost je Casto indikatorem stejné
piochemické funkce.

* Ortology jsou geny, kterée koduji proteiny, které

jsou identicke ze 60 az 80%. Dva enzymy, ktere
provadeji stejnou biochemickou reakci, nemusi

oyt evolucne pribuzni.




