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Cipové technologie

Princip — sondy vazané na nosny podklad

— g T s g

= DNA

* Proteinové (proteiny, protilatky)
= Bunecné

* Tkanove

= Chemickeé latky (male chemicke latky, karbohydraty -
glycoarrays)
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DNA microarrays

Ruzné déleni podle...

= Typu sond

= Velikosti a hustoty
= Technologie vyroby
= Znaceni

= Aplikace

= Atd.
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Nosny podklad
= Sklo

* mikroskopické sklicko (25 x 75 mm)
= specialni formaty
" ruzné upravy povrchu — aminosilan, epoxy atd. =
* Nylonova nebo nitrocelulézova membrana |™
" Plast, gel
= Mikrokulicky
* BeadArrays® (lllumina) b
= xXMAP (Luminex) -
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Technologie pripravy

" jn-situ syntéza sond
* fotolitografie

" masky (Affymetrix)

* mikrozrcatka (Roche/NimbleGen, febit)
= ink-jet” (Agilent)

= elektrochemie (Combimatrix 1)
= deponovani sond

= kontaktni - jehly

* bezkontaktni

= mikrokulicky

ERST, INVESTICE DO ROZVOJE VZDELAVANI
* J Q <,
: . 5 ‘é Tato prezentace je spolufinancovana
* % =~ Evropskym socialnim fondem
: MINISTERSTVO SKOLSTVI OP Vzd&lavani % &
EVROPSKA UNIE pro konkurenceschopnost 24

a statnim rozpoétem Ceské republiky




Fotolitografie
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“Ink-jet” syntéza
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Spotovanl (tisk)
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| Micro Spotting Device Sub-
nanoliter Volume Dispensing
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Typy DNA sond

= BAC (bacterial artificial chromosome), PAC (P1-derived AC)
= cDNA

= oligonukleotidy

= kratké (~ 25 mery)
= dlouhé (~ 60 mery)
= LNA (,locked nucleic acid®)
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Znaceni vzorku

O hBEI 283 .:-j.g
= fluorescence $.2%0¢
= jednokanalove
= vicekanalové

autoradiografie

= chemiluminiscence
kolorimetrie
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Aplikace

EXxprese

= MRNA

= microRNA
*Genotypizace

= SNP array
= APEX

= Resequencing array
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Aplikace

*Genomoveé aberace

= ArrayCGH
 Tiling arrays o

"Epigenetika
= Tiling arrays
= ArrayCGH
= SNP array
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Zpracovani vzorku - izolace

RNA
fenol-chloroform — Trizol
kolonka
poly-A
microRNA

DNA

FFPE (formalin-fixed paraffin-embedded)
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Zpracovani vzorku - QC

Livwivivrgal Mouse Rafirence Folal RN

RNA
elektroforéza

]
a8 EEAAA EREE

BioAnalyzer

RT-PCR-3‘a 5' fragment .,
DNA

elektroforéza
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Zpracovani vzorku - amplifikace

RNA )

E IﬁTr '..17
in-vitro transkripce (,Eberwine®)

]

elipas ekt 1'-llrl:"| Lid Fiod pFlida

jedno i vicekolova P o e T
B ™ e TETTT 17
T7 (T3, SP6) RNA polymeraza

oligo-dT primer s promotorem RNA polymerazy

dvouvlaknova cDNA ! ;%r" TT?
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Amplifikace signalu

dendrimery
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Figure 1 Figure 2A

Figure 2C
Figure 2B

streptavidin + anti-streptavidin Ab znacené
biotinem + fluorescencne znacCeny streptavidin
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Znaceni vzorku

" inkorporace znacenych nukleotidu (vE.
systému streptavidin-biotin)

* inkorporace modifikovanych (aminoallyl) .
nukleotidu + vazba barvy TR A A i
DNA : @ 'JQ
" ne-enzymaticka reakce vazby na o
. 7 . 9
nemodifikované vzorky (ULS — universal %, @
linker system) a
- au @ g
= dendrimery ag ?

Profesn

= ligace znacenych oligonukleotidu,
prodluzovani retezce znacenymi nukleotidy
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Hybridizace a odmyvani

fragmentace vzorku

enzymaticka

ne-enzymaticka
hybridizace

teplota

cas

objem

slozeni pufru
odmyvani

teplota

cas

slozeni pufru pair of pipets

towels soaked in water or buffer
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Hybridizace a odmyvani
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Skenovani

alfaimager, chemiluminiscencni skenery
fluorescenéni X

rychlost
rozliseni
pocCet kanalu
typ detektoru

autofokus, extended depth (16bit -> 20bit)
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lllumina BeadArray

=Sondy vazane na mikrokulickach
=Sucasti kazdé sondy je tzv. barcode

=Smes kuli¢ek s ruznymi sondami je nanesena na
sklicko s jamkami

=Dekoédovani pomoci hybridizace s barcody
=Kazdy Cip unikat
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XMAP

Sondy vazané na kuliCkach

Kulicky kédovany pomoci dvou
fluoroforu (az 500 kombinaci)

Detekce prutokovou cytometrii (kuliCka
— cerveny laser, analyt — zeleny laser)
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Historie

1987 Kulesh et al. - cDNA knihovna na papirovém filtru

Prelom 80./90. - E. Southern — in-situ syntéza
oligonukleotidu

1991 — Fodor et al. - svétlem fizena paralelni syntéza

1995 — Schena et al. - cDNA expresni microarray

1996 — lidska cDNA microarray °9 oo

33:%.3

1997 — celogenomova (kvasinka)
cDNA microarray

1997 — celogenomova (kvasinka)
oligonukleotidova microarray &
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Typy

High- | low- density

Sondy — kratke | dlouhé oligonukleotidy, cDNA
Skli¢ka, cartridge, mikrokulicky, membrany
Jedno- a dvou- kanalove
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Aplikace

MRNA

— Celogenomoveé
— Exonové (whole transcript)
— Cilené — konkrétni drahy, diagnozy

microRNA
lincRNA (long intergenic noncoding RNA)
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Aplikace

Studium efektu stimulu na genovou expresi
— Fyzikalni faktory (zareni)
— Gene knock-out (SIRNA)

— Gene transfection (napf. transkripCni
faktory, mutantni alely)

Studium rozdilu mezi vzorky
— Tkané a organy
— Diagnc')zy
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RNA

Prepis
— Oligo-dT priming
« Kvalitni RNA
« 3' biased sondy

— Random priming — hexa, okta, nona mery
| degradovana RNA
 Cely transkript
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RNA

QC
elektroforéza — 18S a 28S rRNA (1 : 2-3)
BioAnalyzer

RT-PCR - 3"a 5 fragment

[FuU] FuU]

FAT0K compactRNA Degradaded RNA
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Affymetrix GeneChip

Kratké oligonukleotidy — 25mery
=> vysoka mira nespecificke hybridizace
=> probe-set — nekolik sond pro kazdy gen (~11)

=> perfect match a mismatch sondy (rozdil ve 13.
nukleotidu) — odhad nespecifické hybridizace

=> specialni metody pro zpracovani dat
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