Biosensory
s nukleovymi
kyselinami

B detekce vyskytu znamé cilové sekvence ve
vzorku

Oxidace a redukce DNA

.......... Oxidac¢ni misto

O

Redukéni misto

C parovani bazi



Cyklicka voltametrie DNA

dsDNA

_ = N

1.3 E (V) -0.5

Diferenéni pulzni
polarografie DNA

poskozena

dsDNA




AC polarografie DNA

pozadi

| | i |
1.6 1.2 08 E(V) -0.4

Chronopotenciometrie

Princip: kontrolovany konstantni proud je aplikovan mezi
pracovni a pomocnou elektrodu a méri se ¢asova
zavislost napéti mezi pracovni a referentni elektrodou
Odezva je vyvolana koncentraénimi zménami
elektroaktivnich latek v pribéhu elektrolyzy.
Instrumentace: potentiostat v galvanostatickém modu

1 Transformace
E ST
signalu:
r'

1 dt/dE

time



Potenciometricka ,stripovaci analyza

Procedura: 1.Imobilizace préby adsorpci
2. Promyti, pfenos do ¢istého pufru
3. Inkubace se vzorkem - hybridizace
(,,stripovani*)
4. Chronopotenciometrické méreni

r

dt/dE

s/V

V)1 dsDNA
Electrochemicka
oxidace guaninu Ju
klesa po hybridizaci R

0.6 0.8 1 E(V) 1.2

Struktura ,peptidovych
nukleovych kyselin (PNA)

Vyhody PNA:
* nenabita kostra
* duplex PNA-DNA
je stabilngjsi
* zlepSena citlivost
« zlepSena specificita
* rychlejsi hybridizace
* Sirsi hybridiza€ni
rozmezi




Indikatory hybridizace

Elektrostatické interakce
s fosfatovou / cukernou kostrou

Col[(phen),]**, DAPI (4’,6-diamidinofenyl
indol)

Indikatory hybridizace

akridinova oranz

proflavin

ethidium R = ethyl
propidium R =

-
7%

WP chloroquin

0




Biosensory pro DNA

* imobilizace proby - 1 min +0.5V
* hybridizace = 5 min +0.5V

hybridizaci « interkalace - 1 min, +0.5 V,
50 uyM Co[(phen)]3*
* méreni
. (dE/dt)"!
(s/V)
i

| 1 ] | ]

-0.2 0 E(V) 0.5 0 0.2 E(V) 0.4

Imobilizace nukieovych kyselin
a oligonukleotidi

adsorce na celulosu
ultrafialové svétlo (kovalentni vazba na celulosu)
zachyceni uvnitr celulosy, agaru, polyakrylamidu

aktivace : CNBr
karbodiimidu
diazotaci
kyanurchlorid
epoxy
oxidace jodistanem (pro RNA)

reversibilni komplexace imobilizovanou kys. boritou



Aktivace DNA

Fosioramicdova metoda

5’-aminoskupina D

NN

INope =7

W

Znacéeni /

imobilizace DNA .

HN/\/\/\/NQ“/\/\/\NHJOK/\/,\Z_S

e

\(—Z/\O-P P (P

OH
NH,

|\\N| Y-NH

OH

biotin-14-dATP

(podobné biotin-11-dUTP,
spojeni v C-5 pozici)
DNA polymerasa a

—

NH,

terminalni transferasa

N o
\(_Z/\O-PPP

8-aminohexyl-dATP
terminalni transferasa



Genova analyza s biosensory

Cilova DNA

= pridani vhodnych primerut Kit s

= amplifikace pomoci PCR reaktanty
* fluorescencni znaceni T

= inkubace s prébami Prato¢na
= hybridizace | stanice

= naskenovani fluorescence : Skener

= konverse udaja o fluorescenci

na informaci o sekvenci Software

PCR - polymerasova fetézova reakce

‘ Denaturace dsDNA
93°C
— | Vazba primer
<— 37 -55°C
—
| Prodlouzeni primert

70°C Taq polymerasa

‘ Denaturace dsDNA
93°C
TR T,

Opakovani cyklu




Uvod do DNA &ipt

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

-

===

Gl
“‘h jh

e s

Millioos of DK sirancts Buil up | srch ol

Bctual strand = 25 base psirs

Dva pristupy

Tagged fragments flushed over array

%’vﬂ f‘*”“‘
\‘\\\‘2 Laser activation
—~
/-»' -
i
m- —, &
al )
scan .i;§
igs
ning N

I. cDNA (500~5000 bazi) je imobilizovana na pevny
povrch (sklo) a exponovana souboru cilovych sekvenci
bud separatné nebo ve smési

Vyvinuto Stanford University, ,,DNA microarray“

Il: pouziva se soubor oligonukleotidtl (20~80-mer()

nebo peptidovych NA (PNA) prob

precizni technologie, srovnatelnost vysledk

kratké proby — mensi specifita a citlivost; vysoka cena

Vyvinula firma Affymetrix, ,,GeneChip*



GeneChip

oligonukleotidové préby

soubor o znamych
sekvencich navazany na
sklenény cCip
zapouzdieni do plastu
(snadna manipulace)

kombinatoricka syntéza
souboru pfimo na €ipu

vyrobce: Affymetrix

Rozméry elementu

Millions of identical
probes/feature

1.28cm

Up to ~1,400,000
features/chip

platek kiemiku (wafer, 5x5 inch, tj. 12.5x12.5 cm)

z ného 49 az 400 jednotlivych sensort (chips, 1.28x1.28 cm)

na kazdém c€ipu az 1.4 milionu pozic (features, 11x11 pm)

v kazdé pozici nékolik miliona kopii stejné oligonukleotidové préby
s danou znamou sekvenci
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Vyroba sensoru

m kombinace chemické oo
reakce a UV ozarovani NN
m fotolitografie, fotosenzitivni ~
imobilizaéni procedura
Light
(deprotection)
A N £ 4 AR £ 4 3
00000 00000 » OHOHOOO ’b‘i’TOOO
56655 §554%% 5 § 46896 556%%
Waler
v
GATCG
o5mer{ GATAT - _— e
"kacTa B
TTCCG <l TTCCO«E TTOHOHO<: TTOOQOQ
$4$55% Repeat $455%5% $6 668 §4945%¢
GeneChip®
Microarray

Fotolitograficka maska

.
EARE AR RS R R

e
e
e
"
e
"
"
"
-
-
.

B ukazka masky pro cely wafer (vlevo)

B vpravo pak vysek pro 20x20 elementu

1



Probe Synthesis

A 3 x 3 array

array probes

Nucleotide Deposition Sequence ACG

Probe Synthesis

A 3 x 3 array

array probes

O

3

5 >
= >
g -

(m)
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A 3 x 3 array

G G
G AG

G G

5 > Mask 3 4

array probes
¢ A Nucleotide Deposition

Sequence defines the order
of nucleotide deposition

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

Nucleotide Deposition Sequence ACG

verba DNA éipu +  ® navazani spojovaci &asti

: »linkeru“, ten zakonéeny
@ e w a w o w ww  wowo o i fotocitlivou blokovaci
T’“."‘f"?‘f’?':"“."‘.‘/-\ skupinou A
| e I TN

B silanizovany povrch sensoru, kazdy -
atom Si je zarodkem proby | — |

[ v Light
.
| Adening
® navazani prvniho
nukleotidu (A)
RG-BALAMEE, o0 A0 N O
OB EEEEDE e EE R D E D AnlnaTAnA--:ﬂl-I--I-I
B N N A S e E WM W OE WD mEEmEmE
] 1 _I_. I_ 1 ___;_:I._ 1 1
WaFer | Ty -hEes:
= [ ] a= ~ ] l Wafer

B ozareni pres masku — odstranéni
blokujicich skupin (deprotekce)
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(,,capping agent“) po kazdém kroku
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I Fesure #1 Fastire 2 I Featurs K3 Festure 84

B konecny stav po odstranéni ,,capping agents“ a postrannich protektivnich
skupin, nasleduje zabaleni (,,packaging*) do vyménné ,,cartridge“
B pro 25-mer potieba obvykle méné nez 100 masek (teor. maximum)

B problém: pfesahy na hranicich mezi jednotlivymi zénami (odrazy, rozptyl,
vnitini ozareni, ...)

Ink-jet printing

i piezoelektricky element

sklenéna membrana
reagent I e—————— > @

> rezervoar usti mikrokapka

(100 pl)
mikropumpa ( struktura vyleptana
v k femiku)
Ink-jet tiskova hlava

alternativni metoda pripravy DNA ¢ipu - ,.tisk“ reagencii na podklad — obdoba
inkoustovych tiskaren

zakladem je struktura rezervoaru vytvorena v kiemiku (micromachining), prekryta
velmi tenkou sklenénou membranou, na kterou priléha piezoelektricky element
(aktuator)

rezervoar se naplni reagentem, poté nad Usti pumpy posune Zadana pozice €ipu, a
na piezoelektricky aktuator se privede puls napéti

piezoelement se mechanicky deformuje, zatlaéi na membranu, ¢imz dojde k
vystfiknuti mikrokapky reagentu

rychlost ,tisku“ je 1 az 6 kHz

15



Ink-jet printing

B rozptyleni kapky na povrchu brani
predchazejici modifikace €ipu

B hydrofilni mista pro imobilizaci préb
navzajem oddélené hydrofobnimi
useky (surface tension wells)

B nanasené kapky reagentt se
nerozpiji, povrchové napéti je drzi
uvniti dané pozice

B reakEni kroky probihaji naraz na

] pohyb pole vsech pozicich gipu
G=—————pp D fes pumpy B promyvani a pomocné reakce se
provadi pro cely ¢€ip spolecné

B pro 100000 pozic trva prodlouzeni

]
ink-jet pumpy
o jednu bazi asi 5 minut
B syntéza souboru o délce 25 bazi
zabere 2 hodiny.
C A G T

zasobniky aktivovanych bazi

Syntéza souboru DNA préb

Primitivni postupy

B ,,pin printing“ — hrot se namoc¢i v
roztoku hotové proby a mikrokapka se
pfenese do zadané pozice na Cipu

B 500~5,000 bazi dlouhé PCR produkty se
generuji specifickymi primery z cDNA
knihoven

m velikost spotu je 100-300 um, az 10 tisic
prob na €ipu

B horsi reprodukovatelnost, pomalost

B nizka cena, laboratorni priprava

16



Prubéh analyzy

r

B pfiprava vzorku z bunék (2 dny), nanaseni vzork

B hybridizace (az 16 hod)

B promyvani a fluorescenéni znaceni — Fluidics Station
4-kanalova - rizné pracovni protokoly (1.5 hod)
automatizované pridavani reagentt, michani, inkubace, promyvani-
zvySena spolehlivost a reprodukovatelnost

GeneArray Scanner

B zasunuti cartridge
B laserové skenovani

B zaznamenani
fluorescencéniho 2D-obrazu

Vyrobce: napt. HP (Agilent)
rozliSeni: lepSi nez 10 ym
pies 108 pozic

17



Slozky GeneArray systému

Skener PC prutoéna stanice

Vysledek




Zpracovani signalu

PM
MM

B nastaveni skeneru — rizné Urovné odpovidajici IL I
stavu PM (,perfect match“) a MM (,mismatch®)

B zmeény poméru PM/MM v dasledku nastaveni pfistroji mohou véstke
zméneé interpretace o pfitomnosti genu

B technické komplikace — prachové &astice, gradienty excitace, spravné
nastaveni mfizky vymezuijici jednotlivé zény

B statistické normalizovani a vazeni signalu, manipulace s
rozhodovacimi urovnémi:
Statistical Difference Threshold (SDT) = jak signifikantni je rozdil mezi
PM a MM pfi uvazeni dané urovné Sumu?
Statistical ratio threshold (SRT) = jak vétSi musi byt PM nez MM pro
pozitivni vysledek? ZvySené nastaveni SRT déla analyzu vice
stringentni (vliv uzivatelského nastaveni vyhodnocovaciho programu)

B vysledek pro dany gen: Present/Marginal / Absent plus numericka
hodnota odpovidajici urovni exprese

Zpusoby pouziti DNA &ipu

Expression Analysis

Il!!nq ::-:::: N .'b‘-

-' -::::::: quuim

NA A/B B/B

Genotyping

AAATAGGATTGGTCAT

ANBE '@ -4 g
[

-
G [ .e

T -] W L et
Resequencing




Analyza genové exprese

B Human Genom Project — 99.9% DNA u jednotlivych osob je identické
sekvence

B i minimalni sekvencéni diference vSak mohou vést k ohromnym
rozdiliim v Urovni exprese genu

B razné druhy bunék daného organismu obsahuji shodnou DNA, ale
ne kazdy gen je exprimovan v kazdém typu bunky

B studium genové exprese se provadi mérenim hladiny odpovidajici
prepisované RNA

B na Cipu je kazdy z asi 30 tisic gentl
reprezentovan unikatni sekvenci o délce
25 bazi — préba (vybere se z nékolika tisic -
bazi celého genu tak, aby se neprekryvalo T £,
s jinymi geny)

B provede se extrakce RNA z bunék (krev, 1000 by

§ 25bp

sliny, tumor, ...) ><
B prepiSe se na cDNA, zmnozi pomoci PCR, {

pritom se biotinyluji konce jednotlivych kol orgih Gono

kopii

oligoArrays
(Affymetrix)

B absolutni data

B cca 20 prob
reprezentuje
kazdy gen,
vysledné
»rozhodnuti“ je
statistickym
zhodnocenim
dané kombinace

Scan and
Quantitate

20



| Genova exprese |

B hybridizace na ¢ipu, promyti, fluorescenéni oznaceni
biotinylovanych koncti PCR fragmentu

B ,zviditelnéni“ pfepisovanych gent - intenzita
fluorescence v dané pozici je umeérna urovni exprese
genu reprezentovaného v dané pozici

B korelace genové exprese s fyziologickymi projevy
umoziuje v kone¢né fazi identifikaci genu

W vyuziti pro identifikaci genu spojenych s nemocemi

B pomoc pii kombinatorickém hledani vhodnych léciv
pro ,,vypinani“ nebo naopak ,,zapinani“ gent

cDNA arrays (Stanford)

B vzorek
barveny
Cy5R (red)

Kontrola
barvena
Cy3G (green)

prekryvovy
signal (oba
kanaly)

B problémy sekundarni struktury
dlouhych cDNA prob

g B neni absolutni signal
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cDNA arrays

nehomogennost natisténé cDNA - lze porovnat pouze
relativni urovné exprese — pomeérovy signal

pomeér zavisi na volbé referentniho materialu — vysoka
uroven tedy nemusi znamenat vysoky pomeér

nemusi dojit k identifikaci kazdého genu

zména urovné exprese mezi kontrolou a vzorkem
nemusi znamenat zavér o pritomnosti genu

ukazka ¢asti oblasti proby
po hybridizaci (AFM, Sirka
obrazku je 2 ym)

Analyza genotypu

B studium polymorfismu genomu (SNP, ,,single nucleotide
polymorphism*) — vyskyt bodovych mutaci

B porovnavani genovych podobnosti mezi nositeli daného
onemocneéni

B vyhoda DNA ¢Cipu — soucasné sledovani desitek tisic
ruznych SNP

B analyzuje se DNA, po zmnozeni PCR se fragmentuje
W detekce hetero / homozygotu
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Hybridizaéni sekvenace

W klasicka metoda sekvenovani DNA - znacéeni a postupné
prodluzovani retézce

B vzorek se rozdéli do étyr zkumavek, v kazdé z nich je
jeden z nukleotidi zna¢eny (radioaktivné ¢i
fluorescencné)

B pfi prodlouzeni retézce se vzdy na konec umisti znacena
baze a dalSi prodluzovani se tim zastavi

B ziska se smés oznacenych fragmentu, jejichz délka
odpovida pozici dané baze

B po rozdéleni (elfo na gelu, HPLC, CE) se ze ¢tyr drah
A,G, C, T (nebo ¢tyr barev) sestavi vychozi sekvence

B kapacita této metody je mala, navic zdlouhavé

Hybridizaéni sekvenace

B vyuziva kombinatorické postupy

B analyzovana sekvence se necha hybridizovat se souborem kratkych
prob (6 az 20 bazi), ktery obsahuje vS§echny mozné kombinace dané
délky sestavitelné ze 4 bazi

B podle toho, se kterymi probami analyzovana DNA hybridizuje, se
usuzuje na pritomnost znamé kratké sekvence v jejim retézci

B pomoci piekrl se da zrekonstruovat cela analyzovana sekvence

NN
EEEEaEE kfemikovy Cip se souborem
IEEEEEN oligonukleotidovych préb

EEENN DN

analyzovana sekvence

— B uplny soubor sekvenci:
B 6 bazi ... 65000 oligonukleotidt
B 10 bazi ... pfes 1 milion

proby, se kterymi probiha
hybridizace
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Sekvenace 2

B fluorescencni obraz

uplného souboru
hexamerovych préb
hybridizovaného se
sekvenovanym
fragmentem DNA (51-mer)
Sipky spojuji pozice v
souboru odpovidajici
perfektné komplemtarnim
duplexiim

dole je pak vysledna
sekvence a ji odpovidajici
sekvence 46
komplementarnich
hexamerl s vyznaéenym
prekryvanim

GARAAGCGAGTCRGTTTGGGTCGATATTAGACGCCCGAACGGCTGGGGETET

1-———— 11--——- 21-————- 31— 41

(Re)sekvenace na ¢ipu

pomoci Cipu se uréi sekvence DNA ve vzorku a porovna se se znamymi
sekvencemi v databazi (resekvenace)
na Cipu je uplny soubor vS§ech kombinatoricky moznych sekvenci
proby se vzdy vyskytuji ve ¢tvericich, napf. proba W:
W1 - ATCGGGTAAACTAAAGGCTACTGCCT
W2 — ATCGGGTAAACTCAAGGCTACTGCCT
W3 — ATCGGGTAAACTGAAGGCTACTGCCT
W4 — ATCGGGTAAACTTAAGGCTACTGCCT
dalsi soubor préb (X) pak je posunut o jednu bazi:
X1- TCGGGTAAACTGAAGGCTACTGCCTC
X2 - TCGGGTAAACTGCAGGCTACTGCCTC
X3 - TCGGGTAAACTGGAGGCTACTGCCTC
X4 - TCGGGTAAACTGTAGGCTACTGCCTC

takto se pokracuje pro celou sekvenci

DNA 1234
W1
X_2
Y_3
Z_a
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Cteni sekvence

T T T AT € €T A A C C G T A

d 1] Bl o]
c

B perfektné komplementarni hybridizujici pozice
vymezuji hledanou sekvenci

Oblasti diagnostiky DNA

Testy rodi€ovstvi / kriminalistika
HLA komplex, oblast D-smy¢ky (mitochondrialni
DNA), délkovy polymorfismus (VNTR mista)

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

Dédi¢éné choroby

cysticka fibrosa, hypercholesterolemie, srpkovita
anemie, Huntingtonova choroba, Duchenneova
svalova dystrofie, B-Thalasemie, polycysticka
ledvinova choroba dospélych, hemochromatosie,
hemophilie A / Von Willebrandova choroba
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Aplikace diagnostiky DNA

Viry

cytomegalovirus, papilloma viry, rotaviry
(RNA), virus lidské imunodeficience (HIV), virus
leukemickych t-lymfocyti

Bakterie

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

Databaze informaci

*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.
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Komeréni systémy

«Affymetrix oligo arrays
*Qiagen oligo arrays
«Amersham Biosciences oligo arrays
*MWG Biotech oligo arrays
*Rosetta (Merck) oligo arrays
*Agilent cDNA a oligo arrays

«Clontech, BD Biosci. cDNA arrays
*UHN MAC (Ontario) cDNA arrays
*Incyte Gene Album cDNA arrays
*Genomictree cDNA arrays

Soucéasny stav

problémem je analyza dat, nikoliv jejich ziskavani

k dispozici je rada microarray databazi, software pro
analyzu je verejné pristupny

z davodu vyskytu chyb a Sumu je typicky ze stovek
rozdilné exprimovanych genti pouze nékolik uspésné
validovano

existuje velmi dobra reprodukovatelnost méreni na
dané platformé, pokud jsou experimenty provadény v
téze laboratofi

interlaboratorni srovnani v ramci platformy jsou horsi
srovnani dat mezi méricimi platformami obvykle
schazi nebo si vysledky pfriliS neodpovidaji
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