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Néeco malo najdete i na strankach
www.farmakogenomika.cz



Princip mikroCipu

MikrocCipy (DNA cipy, RNA Cipy, biocCipy) jsou
soubory mikroskopickych policek se sondami
navazanymi na pevny povrch

» Vychazeji z principu Southern blotu a reverzni
hybridizace

> Slouzi k simultannimu méreni exprese mnoha genu

> Vyuzivaji se k typizaci mnoha lokusu na genomech

> Na jednom policku (spotu) jsou pikomoly (10-12) DNA
sondy

» Cilova sekvence je znacena fluoroforem nebo
chemiluminiscencne



Vypocitejte

Kolik molekul sondy o délce 20 nukleotid
obsahuje DNA spot, kdyz mnozstvi DNA na
nem je 1 pmol?

/Ono je jedno, jak je ten oligonukleotid\

dlouhy!




Reseni

1 mol ..... 6,023 x 107 oligonukleotidti
1 x 10-*2 mola (pmol) ... 6,023 x 10 oligonukleotidt



Schéma zakladniho principu

-« znacena cilova

sondy fixované na sekvence (vzorek)

pevném nosici ¥
==
ruzné sekvence castecné
(vdzou razné geny) komplementarni

(slaba vazba)

100% komplementarni
(silna vazba)

http://en.wikipedia.org/wiki/DNA_microarray




Experimentalni provedeni
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http://en.wikipedia.org/wiki/DNA_microarray




DNA microarrays
versus DNA cip

A neni to totéz?




Priklad DNA mikroarrays u kvasinek

> Pro kazdy ze 6 000 genu byla pripravena specificka
sonda, stalo se v roce 1997

» DNA microaarays je sklicko o rozmérech 80 x 80 spotu

hybridizacni |
signaly / \
- %’.’.’.’ jiné podminky .’.’.‘.’%

> Aktivita genu je sledovana po izolaci mMRNA a jejich
konverzi na znacenou cDNA

» Znacena cDNA je hybridizovana se spoty mikrocCipu



DNA éipy
» Tenke silikonové membrany nesouci spoty mnoha

riznych oligonukleotidu

» Oligonukleotidy jsou syntetizovany primo na
povrchu cipu a jejich sekvence jsou nahodilé

> Hustota je az 1 milion spotl na cm?

» Hybridizacni signaly je mozné detekovat jen
elektronicky
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Spoligotypizace - DNA microarrays?
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Jak takove cipy vypadaji?
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http://www.abdn.ac.uk/ims/facilities/microarray/images/handtozoom.jpg



Jak probiha vyroba cCipu?

Nanaseni kapek na podklad

» Robot nanesena na definovana mista mikroskopicke
kapky obsahujici molekuly jednoho typu

Syntéza oligonukleotidu in situ - fotolitotrofie

» Desticka zakryta inertnim materialem a poté odkryta na
pozadovanych mistech

» Desticka vnorena do smeési obsahujici nukleotidy
jednoho druhu — nukleotidy se prichyti na otevrena
mista

» DestiCka je zakryta, odkryta na dalsich mistech a
ponorena do smeési s dalsim nukleotidem



Jak probiha detekce?

Jednokanalova detekce

» Signal je nebo neni pritomen

Dvoukanalova detekce

» Porovnavame profily dvou riuznych vzorku (bakterie
rostouci ve standardnich podminkach x bakterie
rostouci pod vlivem nejake latky)

» Fluorofor Cy3 ma emisni maximum pri $70 nm (zelena)
» Fluorofor Cy5 ma emisni maximum pri 670 nm (Cervena)

> DNA Cip je opracovan produkty obou znaceni
» Porovnava se pomeér intenzit zareni Cy3/Cy5



Dvoukanalova detekce
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Podivejte se na video

http://www.jove.com/video/2546/dna-
microarrays-sample-quality-control-array-
hybridization-and-scanning




K ¢cemu jsou DNA a RNA cipy

» analyza pritomnosti a nepritomnosti genu
» porovnani genomu dvou mikroorganismu

> porovnani exprese u dvou mikroorganismu



Porovnani exprese

Kultivace za normalnich Kultivace za zménéenych
podminek podminek

Hybridizace



Jak vyhodnotit detekci na cipu

> Signaly genull exprimovanych za ,,standardnich®
podminek

> Signaly genu exprimovanych za ,,zménénych*
podminek

> Signaly genu exprimovanych v obou podminkach

» Geny, které nebyly exprimovany



Vyhodnotte expresi s vyuzitim
ucebni pomucky

»<Analyza metabolickych drah
na DNA cipu 01



Vyhodnotte expresi s vyuzitim
ucebni pomucky

»<Analyza metabolickych drah
na DNA cipu 02*



Realny vysledek na cCipu
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Jiny priklad

Asi 40000 sond
natistenych na Cipu +
detail vyrezu

http://www.samples.cz/wp-content/gallery/technologie/microarray.gif



Porad nevim, jaky je rozdil mezi
DNA cipem a RNA cipem

DNA cipy = DNA/DNA — komparativni genomika
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RNA cipy = DNA/cDNA — exprese genti




Shrnuto: vyuziti DNA a RNA ¢ipu

DNA cipy
» porovnani genomu v mikrobiologii
» analyza pritomnosti a nepritomnosti genu

> u Clovéka analyza genovych polymorfismu —
alely zodpovédné za onemocneéni
(farmakogenetika)

RNA ¢ipy
» analyza genové exprese
» kvantifikace mRNA




Podminky pro vyuziti Cipu

Design experimentu

Standardizace

Statisticka analyza



Design experimentu
Tri zakladni podminky

1) Nezbytné jsou repliky biologickych vzorku

2) Technické a biologicke repliky - mohou byt dva
alikvoty stejné extrakce
» Technicke repliky (dva vzorky RNA ziskané z kazde

experimentalni jednotky) napomahaji presnosti a
umoznuji testovat rozdily mezi skupinami

» Biologické repliky (dvé nezavislé extrakce RNA)

3) Spoty kazdého oligonukleotidu jsou v alespon
duplikatech — zajisteni technické presnosti kazdé
hybridizace

http://len.wikipedia.org/wiki/Expression_profiling



Standardizace

Neni ji zatim dosazeno, existuji jen ruzna
doporuceni

» Minimum Information About a Microarray Experiment
,MIAME*" (http://en.wikipedia.org/wiki/MIAME)

» ,,MicroArray Quality Control (MAQC) Project
predlozeny FDA

» Functional GEnomics Data (FGED) Society
(nhttp://len.wikipedia.org/wiki/MGED _Society)



Statisticka analyza

» Data musi byt normalizovana
» Odfiltrovani pozadi

» T-test, ANOVA, Bayesianské metody, Mann-
Whitneyuv test

» Metody analyzy siti pro odhaleni
asociativnich a kauzativnich interakci nebo
zavislosti mezi produkty genu

Podivejte se taky na

http://len.wikipedia.org/wiki/Gene_chip_analysis



Navstivte stranky a podivejte
Se na animace

http://www.bio.davidson.edu/
courses/genomics/chip/chip.
html
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Jine vyuziti cipu

Sekvenovani pomoci hybridizace (SBH)

> Fluorescencéné znaceny fragment analyzované
DNA je hybridizovan k DNA cCipu, ktery obsahuje
vS§echny kombinace oligonukleotidi konstantni
délky

» Vice v prednasce o sekvenovani

Minisekvenovani

> Specifické primery imobilizovany na Cipu
» PCR produkty jsou fluorescencné znaceny
> Vice v prednasce o sekvenovani



Dalsi informace

http://www.lab-manual.com/Im_107.htm

» Zakladni i pokrocilé znalosti o technologii

http://www.affymetrix.com/estore/

» Vyznamna firma zabyvajici se cipovou technologii



Proteinove cipy

Multiplexni analyza genové exprese

> Vysoko hustotni, vice nez 1 000 elementu/Cip
» Nizko hustotni, do 100 elementu/Cip

> Slouzi k identifikaci novych proteinu nebo
sledovani interakci protein-protein

> Proteomickeé Cipy

> Bodova ELISA s protilatkou

» Capture systém s jedinou protilatkou
> Cip s antigenem neboli reverzni éip
» Microarray western bloty

> Protein vazaijici Cipy



Princip fungovani proteinoveho cCipu
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Proteomicke cipy
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» Vysoko hustotni
> Proteinové sondy jsou
navazany na pevny povrch

> Proteiny v testovaném vzorku
musi byt oznaceny fluoroforem
nebo haptenem

» Soucasti detekcniho systému
muze byt protilatka

Casto vyuzivané pro screening protilatek



Bodova ELISA

> Nizko hustotni

> Slouzi ke kvantifikaci genové
exprese v bunécnych kulturach
nebo klinickych vzorcich

> Na pevny povrch jsou navazany
protilatky, které zachycuiji

antigen z neznamych vzorkii

» Antigen musi byt naznacen primo nebo musi byt
pouzita dalsi antigen-vazajici protilatka = sandvic
podobny klasické ELISA, ale v mikroskopickém
formatu



Capture system s jedinou protilatkou

, které zachycuiji
antigeny ze dvou
porovnavanych vzorkii

» Vyuziva primého znaceni
nebo haptenu, ktery nemusi
byt dale rozpoznavan dalsi
protilatkou

» Kvalitativni systém zalozeny na rozpoznani
antigenu, pokud se navaze na ukotvenou sondu ve
forme protilatky



Cip s antigenem neboli reverzni éip

> Nizko hustotni Cip s ukotvenymi
antigeny

> Testuje se sérem nebo plasmou
klinickych vzorku

» Vyuzitelny i pro bunecné lyzaty

> Detekce pres sekundarni znacenou protilatku

Vyuzivaneé k testovani pritomnosti auto-protilatek



Microarray western bloty

» Vzorky obsahujici smés proteinu jsou ukotveny na
sklicko a smichany se znacenou protilatkou nebo
sadou protilatek

» Vyhodou tohoto systému je, ze Ize na jednom sklicku
testovat extrakty z riznych pokusnych zasahu a
riznych ¢éasu

» Je mozné soucasné merit a srovnavat hladiny mnoha
proteint



Protein vazajici cipy

» Na pevny povrch jsou navazany
syntetické proteiny nebo
peptidy s riznymi vazebnymi
motivy

» Na Cip jsou nanaseny
komplexni proteinoveé vzorky

» Detekce znamou protilatkou umoznuje identifikovat
predtim neznamé interakce

Vyuzivany k identifikaci vazebnych motivu
novych proteinu nebo pro studium interakci
protein-protein



Sled praci na proteinovem cipu

High resolution confocal laser scanning

NC-slide with antigens
of interest >
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Analysis of the signal pattern by
multivariate statistical techniques

‘Incubation with
human serum
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fluorescent Cy5-coupeled
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Vyuziti v mikrobiologii |

Serotypizace kmenu Salmonella enterica
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Cai et al. (2005): Development of a Novel Protein Microarray Method for
Serotyping Salmonella enterica Strains, JOURNAL OF CLINICAL
MICROBIOLOGY 43(7), 3427-3430.



Vyuziti v mikrobiologii Il

Stanoveni protilatkove odpoveédi proti
Influenzaviru

> Meérili protilatky proti HA1 izolatu ziskanych po
pandemii v roce 2009

» Srovnavali s protilatkami ze starsSich izolatu a s
izolaty ptacich viru

> Potvrdili vysledky hemaglutiniza¢nich testu

Koopmans et al. (2011): Profiling of humoral immune responses to influenza
viruses by using protein microarray, CLINICAL MICROBIOLOGY AND
INFECTIONS 23 DEC 2011.



Vyuziti v mikrobiologii Il

Stanoveni protilatkové odpovédi proti
Yersinia pestis

> Meérili sérové protilatky u
imunizovanych kraliku

» Odhalili protilatky k az 50
proteiniim

> Celkem 11 proteinu potencialné
vhodnych pro pripravu vakciny
nebo diagnostiku

Li et al. (2005): Protein Microarray for Profiling Antibody Responses to
Yersinia pestis Live Vaccine, Infect Immun. 73(6): 3734-37309.
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