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Biosensory Biosensory 
s nukleovými s nukleovými 
kyselinamikyselinami

detekce výskytu zndetekce výskytu znáámméé ccíílovlovéé sekvence ve sekvence ve 
vzorkuvzorku
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CyCyklickklickáá voltamvoltametrieetrie DNADNA

-1.3             E (V)           -0.5

ssDNA

dsDNA
1

2

redukce C, A

redukce G
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DifDiferenerenččnníí pulpulznzníí
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AC polarograAC polarografiefie DNADNA
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dsDNA
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2
0 (pzc)

ChronopotenChronopotenciometrieciometrie
Princip:Princip: kkontrolontrolovanýovaný kokonstantnstantnníí proud je aplikovproud je aplikováánn mezimezi
pracovnpracovníí a pomocnou elektrodu a ma pomocnou elektrodu a měřěříí se se ččasovasováá
zzáávislostvislost napnapěěttíí mezi pracovnmezi pracovníí a referentna referentníí elektrodouelektrodou
Odezva je vyvolOdezva je vyvoláána koncentrana koncentraččnníími zmmi změěnami nami 
elektroaktivnelektroaktivníích lch láátek v prtek v průůbběěhu elektrolýzy.hu elektrolýzy.
InstrumentaInstrumentace:ce: potentiostat potentiostat v galvanostatickv galvanostatickéém modum modu
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PotenPotencciometriciometrickkáá „„stripstripovacovací“í“ analanalýzaýza

0.6          0.8          1   E (V)      1.2

dt/dE

(s/V)

ssDNA

dsDNA
ElectrochemicElectrochemickkáá
oxidaoxidacece guaninguaninuu
klesklesáá po po hybridizahybridizacici

ProcedurProceduraa:: 1. Imobiliza1. Imobilizacece prpróóbbyy adsorpadsorpccíí
2. 2. PromytPromytíí, p, přřenos do enos do ččististéého pufruho pufru
3. In3. Inkkubaubacece se vzorkem se vzorkem -- hybridizacehybridizace

((„„stripstripovováánní“í“))
4. 4. CChronopotenhronopotenciometrickciometrickéé mměřěřeneníí

StruStruktktururaa „„ppeptideptidovýchových““
nunukleových kyselin (PNA)kleových kyselin (PNA)

PNA                       DNA

Výhody PNA:
•• nenabitnenabitáá kostrakostra

•• duplex PNAduplex PNA--DNADNA
je stabilnje stabilněějjšíší

•• zlepzlepššenenáá citlivostcitlivost

•• zlepzlepššenenáá specificitaspecificita

•• rychlejrychlejšíší hybridizahybridizacece

•• šširiršíší hybridizahybridizaččnníí
rozmezrozmezíí
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IndiIndikkáátorytory hybridizahybridizacece

Vazba do malého žlábku
Co[(2,2’-bipyridyl)3]3+, netropsin

Elektrostatické interakce
s fosfátovou / cukernou kostrou

Interkalátory
ethidium, propidium, proflavin, 
chloroquin, doxorubicin

Kombinovaná interakce
Co[(phen)3]3+, DAPI (4’,6-diamidinofenyl 
indol)

IndiIndikkáátorytory hybridizahybridizacece
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BiosensorBiosensoryy propro DNADNA
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(dE/dt)-1

(s/V) PSA

před po
hybridizaci

•• imobilizimobilizaceace prpróóby by -- 11 minmin +0.5 V+0.5 V

•• hybridizhybridizaceace -- 55 minmin +0.5 V+0.5 V
•• interinterkkalaalace ce -- 1 min, +0.5 V,1 min, +0.5 V,

50 50 µµM Co[(phen)M Co[(phen)33]]3+3+

•• mměřěřeneníí

ImobilizImobilizace nukleových kyselin ace nukleových kyselin 
a oligonukleotida oligonukleotidůů

adsoradsorce na celulosuce na celulosu

ultraultrafialovfialovéé svsvěětlotlo ((kovkovalentalentnníí vazba navazba na celuloscelulosuu))

zachycenzachyceníí uvnituvnitřř celuloscelulosyy, agar, agaruu, polya, polyakkrylamidrylamiduu

aktivace aktivace :: CNBrCNBr
kkarbodiimidarbodiimiduu
diazotadiazotaccíí
kkyanuryanurcchloridhlorid
epoxyepoxy
oxidace jodistanem oxidace jodistanem ((propro RNA)RNA)

reversibilnreversibilníí kkomplexaomplexace imoce imobbilizovanou kys. bilizovanou kys. bororitouitou
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+                                         +
oligonukleotid s 5’ fosfoskupinou EDC                     imidazol

isomočovina

aktivní ester - intermediát

5’-aminoskupina

AAkktivativacece DNADNA
FFososfforamidoramidovováá metodametoda
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(podobně biotin-11-dUTP,
spojení v C-5 pozici)

DNA polymerasa a
terminální transferasa

8-aminohexyl-dATP
terminální transferasa
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GenGenovováá aanalnalýzaýza s bs biosensoriosensoryy

Cílová DNA

ppřřididáánníí vhodných primervhodných primerůů

amplifiamplifikace pomockace pomocíí PCRPCR

fluorescefluorescennččnníí znaznaččeneníí

ininkubace s prkubace s próóbamibami

hybridizahybridizacece

nanasskenovkenováánníí fluorescencefluorescence

kkonversonversee úúdajdajůů o o fluorescencfluorescencii
na ina informanformaci o sekvencici o sekvenci

Kit s 
reaktanty

Průtočná

stanice

Skener

Software

PCR PCR -- polymeraspolymerasovováá řřetetěězovzováá rreaeakkccee

DenaturDenaturaceace dsDNAdsDNA
9393ooCC

VazbaVazba primerprimerůů
37 37 -- 5555ooCC

ProdlouProdloužženeníí primerprimerůů
7070ooC C Taq polymerasTaq polymerasaa

DenaturDenaturaceace dsDNAdsDNA
9393ooCC

OpakovOpakováánníí cyklucyklu
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ÚÚvod do DNA vod do DNA ččipipůů

DNA Arrays are composed of 
probes where each probe is a 
sequence of 25 nucleotides

Optic
al 

scan
ning

Laser activation

Tagged fragments flushed over array

I. cDNA (500~5000 bází) je imobilizována na pevný 
povrch (sklo) a exponována souboru cílových sekvencí
buď separátně nebo ve směsi

Vyvinuto Stanford University, „DNA microarray“

II: používá se soubor oligonukleotidů (20~80-merů) 
nebo peptidových NA (PNA) prób

precizní technologie, srovnatelnost výsledků

krátké próby – menší specifita a citlivost; vysoká cena

Vyvinula firma Affymetrix, „GeneChip“

Dva pDva přříístupystupy
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GeneChipGeneChip

oligonukleotidové próby

soubor o známých 
sekvencích navázaný na 
skleněný čip

zapouzdření do plastu

(snadná manipulace)

kombinatorická syntéza 
souboru přímo na čipu

výrobce: Affymetrix

RozmRozměěry elementry elementůů

plpláátek ktek křřememííku (wafer, 5x5 inch, tj. 12.5x12.5 cm)ku (wafer, 5x5 inch, tj. 12.5x12.5 cm)
z nz něěho 49 aho 49 ažž 400 jednotlivých sensor400 jednotlivých sensorůů (chips, 1.28x1.28 cm)(chips, 1.28x1.28 cm)
na kana kažžddéém m ččipu aipu ažž 1.4 milionu pozic (features, 11x11 1.4 milionu pozic (features, 11x11 µµm)m)
v kav kažžddéé pozici npozici něěkolik milionkolik milionůů kopikopiíí stejnstejnéé oligonukleotidovoligonukleotidovéé prpróóby by 
s danou zns danou znáámou sekvencmou sekvencíí
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Výroba sensoruVýroba sensoru

kombinace chemickkombinace chemickéé
reakce a UV ozareakce a UV ozařřovováánníí
fotolitografie, fotosenzitivnfotolitografie, fotosenzitivníí
imobilizaimobilizaččnníí proceduraprocedura

FotolitografickFotolitografickáá maskamaska

ukukáázka masky pro celý wafer (vlevo)zka masky pro celý wafer (vlevo)
vpravo pak výsek pro 20x20 elementvpravo pak výsek pro 20x20 elementůů
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Probe Synthesis

array probes

A 3 X 3 array
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Probe Synthesis

array probes

CG AC G

AC ACG AG

CG AG C
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A Nucleotide Deposition
Sequence defines the order 
of nucleotide deposition

A Probe Embedding
specifies the steps it uses in 
the sequence to get placed

A 3 X 3 array

G Mask 3

Výroba DNA Výroba DNA ččipuipu

silanizovaný povrch sensoru, kasilanizovaný povrch sensoru, kažždý dý 
atom Si je zatom Si je záárodkem probyrodkem proby

navnaváázzáánníí spojovacspojovacíí ččáásti sti 
„„linkerulinkeru““, ten zakon, ten zakonččený ený 
fotocitlivou blokovacfotocitlivou blokovacíí
skupinouskupinou

ozozáářřeneníí ppřřes masku es masku –– odstranodstraněěnníí
blokujblokujííccíích skupin (deprotekce)ch skupin (deprotekce)

navnaváázzáánníí prvnprvníího ho 
nukleotidu (A)nukleotidu (A)
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Výroba (2)Výroba (2)

ozozáářřeneníí ppřřes masku es masku čč. 2. 2
ozozáářřeneníí ppřřes masku es masku čč. 3. 3

navnaváázzáánníí daldalšíšího ho 
nukleotidu (C)nukleotidu (C)

daldalšíší nukleotid (G)nukleotid (G)

Výroba (3)Výroba (3)

maska maska čč. 4. 4 daldalšíší (T), ale výskyt chyby!(T), ale výskyt chyby!

zabrzabráánněěnníí daldalšíšího rho růůstu chybnstu chybnéé
sekvence sekvence –– ukonukonččovacovacíí bbááze ze 
((„„capping agentcapping agent““) po ka) po kažžddéém krokum kroku

……
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Hotovo!Hotovo!

konekoneččný stav po odstranný stav po odstraněěnníí „„capping agentscapping agents““ a postranna postranníích protektivnch protektivníích ch 
skupin, nskupin, náásleduje zabalensleduje zabaleníí ((„„packagingpackaging““) do vým) do výměěnnnnéé „„cartridgecartridge““
pro 25pro 25--mer potmer potřřeba obvykle meba obvykle méénněě nenežž 100 masek (teor. maximum)100 masek (teor. maximum)
problprobléém: pm: přřesahy na hranicesahy na hranicíích mezi jednotlivými zch mezi jednotlivými zóónami (odrazy, rozptyl, nami (odrazy, rozptyl, 
vnitvnitřřnníí ozozáářřeneníí, , ……))

InkInk--jet printingjet printing

alternativnalternativníí metoda pmetoda přříípravy DNA pravy DNA ččipipůů –– „„tisktisk““ reagencireagenciíí na podklad na podklad –– obdoba obdoba 
inkoustových tiskinkoustových tiskáárenren
zzáákladem je struktura rezervokladem je struktura rezervoááru vytvoru vytvořřenenáá v kv křřememííku (micromachining), pku (micromachining), přřekrytekrytáá
velmi tenkou sklenvelmi tenkou skleněěnou membrnou membráánou, na kterou pnou, na kterou přřililééhháá piezoelektrický element piezoelektrický element 
(aktu(aktuáátor)tor)
rrezervoezervoáár se naplnr se naplníí reagentem, potreagentem, potéé nad nad úúststíí pumpy posune pumpy posune žžáádandanáá pozice pozice ččipu, a ipu, a 
na piezoelektrický aktuna piezoelektrický aktuáátor se ptor se přřivede puls napivede puls napěěttíí
piezoelement piezoelement se se mechanicky deformuje, zatlamechanicky deformuje, zatlaččíí na membrna membráánu, nu, ččíímmžž dojde k dojde k 
vystvystřřííknutknutíí mikrokapky reagentumikrokapky reagentu
rrychlost ychlost „„tiskutisku““ je 1 aje 1 ažž 6 kHz6 kHz

 

rezervoár

Ink-jet tisková hlava

piezoelektrický element

skleněná membrána

ústí mikrokapka
                                                         (100 pl)
mikropumpa ( struktura vyleptána
v k řemíku)

reagent
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InkInk--jet printingjet printing

rrozptýlenozptýleníí kapky na povrchu brkapky na povrchu bráánníí
ppřředchedcháázejzejííccíí modifikace modifikace ččipuipu
hydrofilnhydrofilníí mmíísta pro imobilizaci prsta pro imobilizaci próób b 
navznavzáájem oddjem odděělenlenéé hydrofobnhydrofobníími mi 
úúseky (surface tension wells)seky (surface tension wells)
nannanášášenenéé kapky reagentkapky reagentůů se se 
nerozpnerozpííjjíí, povrchov, povrchovéé napnapěěttíí je drje držžíí
uvnituvnitřř dandanéé pozicepozice

 

C         A          G          T
zásobníky aktivovaných bází

ink-jet pumpy

pohyb pole
p řes pumpy

Syntéza souboru DNA prób

reakreakččnníí kroky probkroky probííhajhajíí narnarááz na z na 
vvššech pozicech pozicíích ch ččipuipu
promývpromýváánníí a pomocna pomocnéé reakce se reakce se 
provprovááddíí pro celý pro celý ččip spoleip společčnněě
pro 100000 pozic trvpro 100000 pozic trváá prodlouprodloužženeníí
o jednu bo jednu báázi asi 5 minutzi asi 5 minut
syntsyntééza souboru o dza souboru o déélce 25 blce 25 báázzíí
zabere 2 hodiny.zabere 2 hodiny.

PrimitivnPrimitivníí postupypostupy

„„pin printingpin printing““ –– hrot se namohrot se namoččíí v v 
roztoku hotovroztoku hotovéé proby a mikrokapka se proby a mikrokapka se 
ppřřenese do enese do žžáádandanéé pozice na pozice na ččipuipu
500~5,000 b500~5,000 báázzíí dlouhdlouhéé PCR produPCR produkty se kty se 
generujgenerujíí specifickými primery z cDNA specifickými primery z cDNA 
knihovenknihoven
velikost svelikost spotpotůů je je 100100--300300 µµm, am, ažž 10 tis10 tisííc c 
prob na prob na ččipuipu
horhoršíší reprodukovatelnost, pomalostreprodukovatelnost, pomalost
nníízkzkáá cena, laboratorncena, laboratorníí ppřříípravaprava
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PrPrůůbběěh analýzyh analýzy

ppřřííprava vzorku z bunprava vzorku z buněěk (2 dny), nank (2 dny), nanášášeneníí vzorkvzorkůů
hybridizace (ahybridizace (ažž 16 hod)16 hod)
promývpromýváánníí a fluorescena fluorescenččnníí znaznaččeneníí –– Fluidics StationFluidics Station
44--kankanáálovlováá -- rrůůznznéé pracovnpracovníí protokolyprotokoly (1.5 hod)(1.5 hod)
automatizovanautomatizovanéé ppřřididáávváánníí reagentreagentůů, m, mííchcháánníí, inkubace, promýv, inkubace, promýváánníí--
zvýzvýššenenáá spolehlivost a reprodukovatelnostspolehlivost a reprodukovatelnost

GeneArray ScannerGeneArray Scanner

zasunutzasunutíí cartridgecartridge
laserlaserovovéé sskenovkenováánníí
zaznamenzaznamenáánníí
fluorescenfluorescenččnníího 2Dho 2D--obrazuobrazu

VýrobceVýrobce: : napnapřř. . HPHP (Agilent)(Agilent)
rrozliozliššeneníí: : leplepšíší nenežž 110 0 µµmm
ppřřes 10es 1066 pozicpozic
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SloSložžky ky GeneArray GeneArray systsystéémumu

SSkekener            PC         ner            PC         prprůůtotoččnnáá sstatanicenice

VVýsledekýsledek
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ZpracovZpracováánníí signsignáálulu

nastavennastaveníí skeneru skeneru –– rrůůznznéé úúrovnrovněě odpovodpovíídajdajííccíí
stavu PM (stavu PM („„perfect matchperfect match““) a MM () a MM („„mismatchmismatch““))
zmzměěny pomny poměěru PM/MM v dru PM/MM v důůsledku nastavensledku nastaveníí ppřříístrojstrojůů mohou vmohou véést ke st ke 
zmzměěnněě interpretace o pinterpretace o přříítomnosti genutomnosti genu
technicktechnickéé komplikace komplikace –– prachovprachovéé ččáástice, gradienty excitace, sprstice, gradienty excitace, spráávnvnéé
nastavennastaveníí mmřříížžky vymezujky vymezujííccíí jednotlivjednotlivéé zzóónyny
statistickstatistickéé normalizovnormalizováánníí a va váážženeníí signsignáálu, manipulace s lu, manipulace s 
rozhodovacrozhodovacíími mi úúrovnrovněěmi:mi:
Statistical Statistical DDifference ifference TThreshold (SDT) = hreshold (SDT) = jak signifikantnjak signifikantníí je rozdje rozdííl mezi l mezi 
PM a MM PM a MM ppřři uvi uváážženeníí dandanéé úúrovnrovněě ššumu?umu?
Statistical ratio threshold (SRT) = Statistical ratio threshold (SRT) = jak vjak věěttšíší musmusíí být být PM PM nenežž MM MM pro pro 
pozitivnpozitivníí výsledekvýsledek?? ZvýZvýššenenéé nastavennastaveníí SRT SRT dděělláá analýzu vanalýzu vííce ce 
stringentstringentnníí (vliv u(vliv užživatelskivatelskéého nastavenho nastaveníí vyhodnocovacvyhodnocovacíího programu)ho programu)
výsledek pro daný gen:  výsledek pro daný gen:  PresentPresent // Marginal Marginal / / Absent Absent plus plus numericnumerickkáá
hodnota odpovhodnota odpovíídajdajííccíí úúrovni expreserovni exprese

PM

MM

ZpZpůůsoby pousoby použžititíí DNA DNA ččipipůů
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Analýza genovAnalýza genovéé expreseexprese

Human Genom Project Human Genom Project –– 99.9% DNA u jednotlivých osob je identick99.9% DNA u jednotlivých osob je identickéé
sekvencesekvence
i minimi minimáálnlníí sekvensekvenččnníí diference vdiference vššak mohou vak mohou véést k ohromným st k ohromným 
rozdrozdííllůům v m v úúrovni exprese genrovni exprese genůů
rrůůznznéé druhy bundruhy buněěk dank danéého organismu obsahujho organismu obsahujíí shodnou DNA, ale shodnou DNA, ale 
ne kane kažždý gen je exprimovdý gen je exprimováán v kan v kažžddéém typu bum typu buňňkyky
studium genovstudium genovéé exprese se provexprese se provááddíí mměřěřeneníím hladiny odpovm hladiny odpovíídajdajííccíí
ppřřepisovanepisovanéé RNARNA
na na ččipu je kaipu je kažždý z asi 30 tisdý z asi 30 tisííc genc genůů
reprezentovreprezentováán unikn unikáátntníí sekvencsekvencíí o do déélce lce 
25 b25 báázzíí –– prpróóba (vybere se z nba (vybere se z něěkolika tiskolika tisííc c 
bbáázzíí celceléého genu tak, aby se nepho genu tak, aby se nepřřekrývalo ekrývalo 
s jinými geny)s jinými geny)
provede se extrakce RNA z bunprovede se extrakce RNA z buněěk (krev,k (krev,
sliny, tumor, sliny, tumor, ……))
ppřřepepíšíše se na cDNA, zmnoe se na cDNA, zmnožžíí pomocpomocíí PCR,PCR,
ppřřitom se biotinylujitom se biotinylujíí konce jednotlivých konce jednotlivých 
kopikopiíí

oligoArraysoligoArrays
(Affymetrix)(Affymetrix)

absolutnabsolutníí datadata
cca 20 prob cca 20 prob 
reprezentuje reprezentuje 
kakažždý gen, dý gen, 
výslednvýslednéé
„„rozhodnutrozhodnutí“í“ je je 
statistickým statistickým 
zhodnocenzhodnoceníím m 
dandanéé kombinacekombinace
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GenovGenováá expreseexprese

hybridizace na hybridizace na ččipu, promytipu, promytíí, fluorescen, fluorescenččnníí oznaoznaččeneníí
biotinylovaných koncbiotinylovaných koncůů PCR fragmentPCR fragmentůů
„„zviditelnzviditelněěnní“í“ ppřřepisovaných genepisovaných genůů –– intenzita intenzita 
fluorescence v danfluorescence v danéé pozici je pozici je úúmměěrnrnáá úúrovni exprese rovni exprese 
genu reprezentovangenu reprezentovanéého v danho v danéé pozicipozici
korelace genovkorelace genovéé exprese s fyziologickými projevy exprese s fyziologickými projevy 
umoumožňžňuje v koneuje v koneččnnéé ffáázi identifikaci genzi identifikaci genůů
vyuvyužžititíí pro identifikaci genpro identifikaci genůů spojených s nemocemispojených s nemocemi
pomoc ppomoc přři kombinatoricki kombinatorickéém hledm hledáánníí vhodných lvhodných lééččiv iv 
pro pro „„vypvypíínnáánní“í“ nebo naopak nebo naopak „„zapzapíínnáánní“í“ gengenůů

cDNA arrays (Stanford)cDNA arrays (Stanford)
vzorek vzorek 
barvený barvený 
Cy5R (red)Cy5R (red)

Kontrola Kontrola 
barvenbarvenáá
Cy3G (green)Cy3G (green)

ppřřekryvový ekryvový 
signsignáál (oba l (oba 
kankanáály)ly)

problprobléémy sekundmy sekundáárnrníí struktury struktury 
dlouhých cDNA probdlouhých cDNA prob
nenneníí absolutnabsolutníí signsignááll
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cDNA arrayscDNA arrays
nehomogennost natinehomogennost natiššttěěnnéé cDNA cDNA –– lze porovnat pouze lze porovnat pouze 
relativnrelativníí úúrovnrovněě exprese exprese –– pompoměěrový signrový signááll
pompoměěr zr záávisvisíí na volbna volběě referentnreferentníího materiho materiáálu lu –– vysokvysokáá
úúroveroveňň tedy nemustedy nemusíí znamenat vysoký pomznamenat vysoký poměěrr
nemusnemusíí dojdojíít k identifikaci kat k identifikaci kažžddéého genuho genu
zmzměěna na úúrovnrovněě exprese mezi kontrolou a vzorkem exprese mezi kontrolou a vzorkem 
nemusnemusíí znamenat zznamenat záávvěěr o pr o přříítomnosti genutomnosti genu

ukukáázka zka ččáásti oblasti probysti oblasti proby
po hybridizaci (AFM, po hybridizaci (AFM, šíšířřkaka
obrobráázku je 2 zku je 2 µµm)m)

Analýza genotypuAnalýza genotypu
studium polymorfismu genomu (SNP, studium polymorfismu genomu (SNP, „„single nucleotide single nucleotide 
polymorphismpolymorphism““) ) –– výskyt bodových mutacvýskyt bodových mutacíí
porovnporovnáávváánníí genových podobnostgenových podobnostíí mezi nositeli danmezi nositeli danéého ho 
onemocnonemocněěnníí
výhoda DNA výhoda DNA ččipipůů –– sousouččasnasnéé sledovsledováánníí desdesíítek tistek tisííc c 
rrůůzných SNPzných SNP
analyzuje se DNA, po zmnoanalyzuje se DNA, po zmnožženeníí PCR se fragmentujePCR se fragmentuje
detekce hetero / homozygotdetekce hetero / homozygotůů
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HybridizaHybridizaččnníí sekvenacesekvenace

klasickklasickáá metoda sekvenovmetoda sekvenováánníí DNA DNA -- znaznaččeneníí a postupna postupnéé
prodluprodlužžovováánníí řřetetěězcezce
vzorek se rozdvzorek se rozděěllíí do do ččtytyřř zkumavek, v kazkumavek, v kažžddéé z nich je z nich je 
jeden z nukleotidjeden z nukleotidůů znaznaččený (radioaktivnený (radioaktivněě čči i 
fluorescenfluorescenččnněě))
ppřři prodloui prodloužženeníí řřetetěězce se vzce se vžždy na konec umdy na konec umííststíí znaznaččenenáá
bbááze a dalze a dalšíší prodluprodlužžovováánníí se tse tíím zastavm zastavíí
zzíískskáá se smse směěs oznas označčených fragmentených fragmentůů, jejich, jejichžž ddéélka lka 
odpovodpovííddáá pozici danpozici danéé bbáázeze
po rozdpo rozděělenleníí (elfo na gelu, HPLC, CE) se ze (elfo na gelu, HPLC, CE) se ze ččtytyřř drah drah 
A,G, C, T (nebo A,G, C, T (nebo ččtytyřř barev) sestavbarev) sestavíí výchozvýchozíí sekvencesekvence
kapacita tkapacita tééto metody je malto metody je maláá, nav, navííc zdlouhavc zdlouhavéé

HybridizaHybridizaččnníí sekvenacesekvenace

vyuvyužžíívváá kombinatorickkombinatorickéé postupypostupy
analyzovananalyzovanáá sekvence se nechsekvence se necháá hybridizovat se souborem krhybridizovat se souborem kráátkých tkých 
prpróób (6 ab (6 ažž 20 b20 báázzíí), který obsahuje v), který obsahuje vššechny moechny možžnnéé kombinace dankombinace danéé
ddéélky sestavitelnlky sestavitelnéé ze 4 bze 4 báázzíí
podle toho, se kterými prpodle toho, se kterými próóbami analyzovanbami analyzovanáá DNA hybridizuje, se DNA hybridizuje, se 
usuzuje na pusuzuje na přříítomnost zntomnost znáámméé krkráátktkéé sekvence v jejsekvence v jejíím m řřetetěězcizci
pomocpomocíí ppřřekrekrůů se dse dáá zrekonstruovat celzrekonstruovat celáá analyzovananalyzovanáá sekvencesekvence

úúplný soubor sekvencplný soubor sekvencíí::
6 b6 báázzíí …… 65000 oligonukleotid65000 oligonukleotidůů
10 b10 báázzíí …… ppřřes 1 miliones 1 milion

křemíkový čip se souborem
oligonukleotidových prób

analyzovaná sekvence

próby, se kterými probíhá
hybridizace
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Sekvenace 2Sekvenace 2
fluorescenfluorescenččnníí obraz obraz 
úúplnplnéého souboru ho souboru 
hexamerových prhexamerových próób b 
hybridizovanhybridizovanéého se ho se 
sekvenovaným sekvenovaným 
fragmentem DNA (51fragmentem DNA (51--mer)mer)
ššipky spojujipky spojujíí pozice v pozice v 
souboru odpovsouboru odpovíídajdajííccíí
perfektnperfektněě komplemtkomplemtáárnrníím m 
duplexduplexůůmm
dole je pak výsledndole je pak výslednáá
sekvence a jsekvence a jíí odpovodpovíídajdajííccíí
sekvence 46 sekvence 46 
komplementkomplementáárnrníích ch 
hexamerhexamerůů s vyznas vyznaččeným eným 
ppřřekrývekrýváánníímm

(Re)sekvenace na (Re)sekvenace na ččipuipu
pomocpomocíí ččipu se uripu se urččíí sekvence DNA ve vzorku a porovnsekvence DNA ve vzorku a porovnáá se se znse se znáámými mými 
sekvencemi v databsekvencemi v databáázi (resekvenace)zi (resekvenace)
na na ččipu je ipu je úúplný soubor vplný soubor vššech kombinatoricky moech kombinatoricky možžných sekvencných sekvencíí
prpróóby se vby se vžždy vyskytujdy vyskytujíí ve ve ččtvetveřřicicíích, napch, napřř. proba W:. proba W:

W1 W1 –– ATCGGGTAAACTATCGGGTAAACTAAAAGGCTACTGCCTAAGGCTACTGCCT
W2 W2 –– ATCGGGTAAACTATCGGGTAAACTCCAAGGCTACTGCCTAAGGCTACTGCCT
W3 W3 –– ATCGGGTAAACTATCGGGTAAACTGGAAGGCTACTGCCTAAGGCTACTGCCT
W4 W4 –– ATCGGGTAAACTATCGGGTAAACTTTAAGGCTACTGCCTAAGGCTACTGCCT

daldalšíší soubor prsoubor próób (X) pak je posunut o jednu bb (X) pak je posunut o jednu báázi:zi:
X1 X1 –– TCGGGTAAACTGTCGGGTAAACTGAAAGGCTACTGCCTCAGGCTACTGCCTC
X2 X2 –– TCGGGTAAACTGTCGGGTAAACTGCCAGGCTACTGCCTCAGGCTACTGCCTC
X3 X3 –– TCGGGTAAACTGTCGGGTAAACTGGGAGGCTACTGCCTCAGGCTACTGCCTC
X4 X4 –– TCGGGTAAACTGTCGGGTAAACTGTTAGGCTACTGCCTCAGGCTACTGCCTC

takto se pokratakto se pokraččuje pro celou sekvenciuje pro celou sekvenci

DNA =================DNA =================1 2 3 41 2 3 4======================================================
W ___W ___11________

X ___X ___22________
Y ___Y ___33________

Z ___Z ___44________
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ČČtenteníí sekvencesekvence

perfektnperfektněě komplementkomplementáárnrníí hybridizujhybridizujííccíí pozice pozice 
vymezujvymezujíí hledanou sekvencihledanou sekvenci

Oblasti diagnostiky Oblasti diagnostiky DNADNA
Testy rodičovství / kriminalistika
HLA komplex, oblast D-smyčky (mitochondriální
DNA), délkový polymorfismus (VNTR místa)

Onkogeny / supresorové geny
c-myb, c-myc, c-abl, c-sis, c-ras, G-protein, jun,
p53, retinoblastoma geny

Dědičné choroby
cystická fibrosa, hypercholesterolemie, srpkovitá
anemie, Huntingtonova choroba, Duchenneova
svalová dystrofie, β-Thalasemie, polycystická
ledvinová choroba dospělých, hemochromatosie,
hemophilie A / Von Willebrandova choroba
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Viry
cytomegalovirus, papilloma viry, rotaviry
(RNA), virus lidské imunodeficience (HIV), virus
leukemických t-lymfocytů

Bakterie
Mycobacterium tuberculosis, Gonorrhea (RNA nebo
DNA), Mycoplasma pneumoniae (RNA), Chlamydia,
Escherichia coli (RNA), Bacillus subtilis (RNA),
Bacillus burgdorferi

Aplikace diagnostiky Aplikace diagnostiky DNADNA

•ArrayExpress - A public repository for microarray based gene expression 
data maintained by European Bioinformatics Institute. 
•ChipDB - A searchable database of gene expression 
•Gene Expression Atlas - A database for gene expression profile from 91 
normal human and mouse samples across a diverse array of tissues, 
organs, and cell lines. 
•Gene Expression Database (GXD) - A database of Mouse Genome 
Informatics at the Jackson laboratory. 
•Gene Expression Omnibus - A database in NCBI for supporting the public 
use and disseminating of gene expression data. 
•MUSC DNA Microarray Database - MUSC DNA Microarray Database is a 
web-accessible archive of DNA microarray data. 
•NASCArrays - a repository for Affymetrix data generated by NASC's 
transcriptomics service. 
•Public Expression Profiling Resource (PEPR) - A web oracle data 
warehouse of quality control and standard operating procedure (QC/SOP) 
Affymetrix data. Reference.

DatabDatabááze informacze informacíí
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••AffymetrixAffymetrix ooligo arraysligo arrays
••QiagenQiagen ooligo arraysligo arrays
••Amersham BiosciencesAmersham Biosciences ooligo arraysligo arrays
••MWG BiotechMWG Biotech ooligo arraysligo arrays
••Rosetta (Merck) Rosetta (Merck) ooligo arraysligo arrays
••AgilentAgilent cDNA a cDNA a ooligo arraysligo arrays
••Clontech, BD BiosciClontech, BD Biosci.. cDNA arrayscDNA arrays
••UHNUHN MAC (Ontario)MAC (Ontario) cDNA arrayscDNA arrays
••Incyte Gene AlbumIncyte Gene Album cDNA arrayscDNA arrays
••GenomictreeGenomictree cDNA arrayscDNA arrays

KomerKomerččnníí systsystéémymy

problprobléémem je analýza dat, nikoliv jejich zmem je analýza dat, nikoliv jejich zíískskáávváánníí
k dispozici je k dispozici je řřada microarray databada microarray databáázzíí, software pro , software pro 
analýzu je veanalýzu je veřřejnejněě ppřříístupnýstupný
z dz důůvodu výskytu chyb a vodu výskytu chyb a ššumu je typicky ze stovek umu je typicky ze stovek 
rozdrozdíílnlněě exprimovaných genexprimovaných genůů pouze npouze něěkolik kolik úúspspěěššnněě
validovvalidováánono
existuje velmi dobrexistuje velmi dobráá reprodukovatelnost mreprodukovatelnost měřěřeneníí na na 
dandanéé platformplatforměě, pokud jsou experimenty prov, pokud jsou experimenty prováádděěny v ny v 
ttééžže laboratoe laboratořřii
interlaboratorninterlaboratorníí srovnsrovnáánníí v rv ráámci platformy jsou hormci platformy jsou horšíší
srovnsrovnáánníí dat mezi mdat mezi měřěřííccíími platformami obvykle mi platformami obvykle 
schscháázzíí nebo si výsledky pnebo si výsledky přříílilišš neodpovneodpovíídajdajíí

SouSouččasný stavasný stav


