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Microarrays

Kolekce DNA sond pfichycenych k pevnému podkladu

,Tisténa" microarrays Fotolitografie

Microarray technologie

I. Vybér sond (probes): cDNA vektory, BAC vektory,
kratké nebo dlouhé oligonukleotidy, proteiny, tkané

Il. Pfiprava microarray: naneseni sond na sklo nebo
membranu

lll. Design experimentu: zvoleni spravné metody, pouziti
refere¢niho vzorku, zaména fluorescencnich barev

IV. Fluorescenéni znaéeni vzorku

V. Analyza microarray obrazt: nalezeni sond v obraze,
korekce pozadi, vypocet intenzity v jednotlivych
bodech

IV. Analyza dat: filtrovani, normalizace, porovnani
vysledkl ziskanych z vice microarray experiment( —
klastrovaci analyza

Obsah prednasky

Technologie pripravy microarrays
Oblasti pouziti microarrays v biologii
Uvod do statistického hodnoceni dat

Priklady konkrétnich aplikaci z literatury




Technologie pripravy microarrays

I. tisk pomoci sklenénych kapilar (na podlozni skla)
(vyzkumné laboratore)

Il. ink-jet tisk (Agilent)

lll. fotolitografie (Affymetrix, NymbleGen)

IV. samosestavovani silikonovych kuli¢ek (lllumina)

Microarrays tiSténa pomoci sklenénych kapilar

Zdroj DNA pro tisk pomoci kapilar

. dlouhé oligonukleotidy:
~ 60 - 70mers
komeréné dostupné (Operon, Agilent)

1l. cDNA:
knihovny cDNA vektort (IMAGE, MGC)

dostateéné mnozstvi DNA se vyprodukuje pomoci PCR
(univerzalni primery pro dany typ vektor()

1ll. BAC (Bacterial Atrtificial Clones): maly vytézek pfi izolaci,
vysokomolekularni (lepivd) DNA, nutna nasledna
amplifikace DNA spojend s rozdélenim na mensi Useky
(DOP-PCR, ligation-mediated PCR)

Microarrays tiSténa pomoci sklenénych kapilar




Uprava povrchu skliéek pro tisk arrays |

povrchova Uprava skla: amino modifikace, poly-L-lysine

modifikace povrchu — natisknuti DNA sond — UV ozareni
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From Lee N. H. presentation: Introduction to High Density Microarrays

Uprava povrchu skliéek pro tisk arrays I

povrchova Uprava skla: epoxidova modifikace
uprava DNA: amino-modifikace DNA

Sklo DNA
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From Lee N. H. presentation: Introduction to High Density Microarrays

“ink-jet” tisk

Oligonukleotidy dlouhé 60 b L;|_.

pravidelné&jsi tvar sond
a jejich rozmisténi

- i

firma: Agilent —

{From Microarray Biockip Tocknadegy. ol M. Sthoma)

Fotolitograficky zptisob pripravy

syntéza oligonukleotidd pfimo na membrané

LIn-situ” syntéza




Fotolitograficky zptisob pfipravy (Affymetrix) Fotolitograficky zpuisob pripravy (NimbleGen)
sondy = oligonukleotidy délky 25 bazi
Light sondy = oligonucleotidy 45-85 bazi
(deprotaction) podobna teplota tani (T )
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Samosestavovani silikonovych kuli¢ek
Obsah prednasky

zakladni stavebni jednotka: silikonova kulicka (3uM), ktera je pokryta
mnoha kopiemi stejnych specifickych oligonukleotidu
Technologie pfipravy microarrays
kulicka nema pfesné dané misto na skli¢ku, po fixaci na skli¢ku je jeji gle prip y Y
typ identifikovan diky sekvenci ¢asti oligonukleotidu

Oblasti pouziti microarrays v biologii

Uvod do statistického hodnoceni dat

Priklady konkrétnich aplikaci z literatury




Oblasti pouziti microarrays v biologii

Oblasti pouziti microarrays v biologii

Cose
Typ array | Sondy fluorescenéné ... analyza ¢eho
na microarray znaéi a hybridizuje
Expresni | DNA (cDNA, cDNA / mRNA méfeni mnozstvi mRNA v
oligonucleotidy) bunkach, nadorech ...
miRNA oligonukleotidy miRNA méfeni mnozstvi miRNA X
transkripce translace .
CGH DNA (BAC vektory, | DNA zmény v genomu (Zisk, ztrata DNA RNA prOteln
oligonukleotidy) chromozomt nebo jejich Easti
SNP DNA DNA detekce ,Single Nucleotid
(oligonukleotidy) Polymorphysms®; zmény v
genomu
Metylace | DNA (CpGislands) | DNA (ovlivnéna mira metylace promotorovych
bisulfidem sodnym) oblasti
Promoter | DNA (promotorové | DNA (ChiP mista vazby transkripénich
oblasti ~ 1kb) obohacena) faktord, modifikace histont
Tilling DNA v§echno dfive zminéné | véechno dfive zminéné,
sekvenovani, anotace gent
Protein protilatky protein exprese proteinli (ELISA)
Oblasti pouziti microarrays v biologii -
P y 9 Genova exprese
Exon1 Exon2 Exon3 Exon4 Exon5 Exon6
Intront Intron2 Intron3 Intrond _ Introns
DNA
transkripce translace .
DNA protein \
I
mRNA 5 3
\ untranslated regions
translace
Schena M., Shalon D., Davis R. W., Brown P. O. protein

Quantitative monitoring of gene expression patterns with a
complementary DNA microarray. Science 270: 467-70, 1995.
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Genova exprese

Exon1 Exon2 Exon3 Exon4 Exon5
Intron1 Intron2 Intron3 Intrond  Intron5
DNA -
\ transkripce
mRNA I,
5 )
zpétna
transkripce
(RT)
cDNA -
3 5

Exon6é

cDNA: jednoretézcova DNA (v dal$im kroku je mozné syntetizovat druhy fetézec)
u genu s dlouhou mRNA nemusi vznikat vzdy cela cDNA

Metody méreni mnozstvi mRNA

Method Typical Thr ut Comments
“Narthern blat 1 gene “Standard procedure; “Gold standard”, Low throughput
“Subtractive chning “MId-1980's, Not comprehensive, High FP
“Differential dsplay E 1992, Follow up chning required; Potential o
=y identify rare mENAs, FF_
“RT-PCR and Real-time RT-PCR g {LEumg & Pardes, Scbmon 257 U67-71, 1902}
2D protein gelMass Spec ] Sequence 1D, & semi quant®fication, F¥7
E
SICAT/Tandem Mass Spec - 2001, Sequence I.D. & quant¥ication, FP7
b4 (Han et al, Natare Blotech 19: 046021, 2001)
ESTEAGE 5 “1995, Prior sequence knowledge not nandatory,
Muderate FF - depends on level of survey
(Law ot al. PNAK 02 S303-7, 1005 Vel raleeen o al. Semes
27k 484.7, 008
#1995, [dentification of diTerentially expressed
*High density arrays 20,000-40,000 geres e

genes dependent on arrayed elements, Low FP
(Sehama et al. Seimes 270k 45771, 1905)

From Lee N. H. presentation: Introduction to High Density Microarrays

(microarrays tisténé pomoci sklenénych kapilar)

Méreni mnozstvi mRNA

Typ sond

. dlouhé oligonukleotidy:
~ 60 - 70mers
komeréné dostupné (Operon, Agilent)

Il. cDNA:
knihovny cDNA vektort (IMAGE, MGC)

dostate¢né mnozstvi DNA se vyprodukuje pomoci PCR
(univerzalni primery pro dany typ vektor()

mRNA e
5 »

RN diouné oligonukleotidy

cDNA




Experimentalni design
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Priklady pouziti v molekularni biologii (na rovni mRNA):

« aplikace chemické latky na buné&nou kulturu a jeji vliv na expresi
rznych genu (najit geny, které snizi nebo naopak zvysi expresi mRNA)
« zvySeni exprese mRNA zvoleného genu vnesenim plasmidu —
nalezeni dal$ich gen(i se zménénou expresi

« snizeni exprese mRNA zvoleného genu po vneseni specifické siRNA —
nalezeni dal$ich genli se zménénou expresi

Experimentalni design

Porovnani exprese mezi vzorky: ?2??

— B E A

ian kasdeé B B
. Loop design: kazdé dva vzorky Z AN
AT \c A

jsou hybridizovany na jedno sklo
(plus vzajemna zaména \\ /] A /
fluorochromu) E—D E«——D

. Reference design: kazdy vzorek

je hybridizovan s referenénim
vzorkem, ktery pak slouzi jako
pfevodnik mezi rlznymi vzorky

Experimentalni design

Loop design
poskytuje pfimé srovnani mezi vzorky
o kazdém vzorku ziskdme vice informaci - kontrola
vyzaduje véts§i mnozstvi RNA z kazdého vzorku
Spatny vzorek vice ovlivni cely experiment

Reference design
Ize jednoduse rozsifit o novy vzorek
jednodussi interpretace vysledkd
vyzaduje méné RNA ze vzork(
Spatny vzorek méné ovlivni cely experiment

Fluorescecni znaceni
Znaceni:

Pfimé: jeden z nukleotidli je znacen fluorescenéni znackou
nukleotid s fluorescencéni barvou zaujima vice mista—

nez nepfimé znacdeni

Nepfimé: jeden z nukleotidi modifikovan reaktivni amino
skupinou, na kterou se potom vaze fluorochrom (NHS
ester forma)

pracné&jsi v laboratofi nez pfimé znaceni




Méreni mnozstvi mRNA

(fotolitograficky pripravené microarrays)

Typ sond

oligonukleotidy 25 bazi

LTCGTCTGTATCACAGACACARAGTTGACTG
Perfect Match PM CAGACATAGTGTCTGTGTTTCAACT
MisMatch MM CAGACATAGTGTGTGTGTTTCAACT

cent probe intensity

Perfect Match vs MisMatch oligonukleotidy
PM MM

Typ sond

oligonukleotidy 25 bazi

Drive:

sondy blize k 3’ konci mRNA
11-16 na jeden gen

PM, MM sondy

Nyni:
sondy v rtiznych exonech genu (ideélné 4 sondy v kazdém exonu)
jenom PM sondy

umozniuje studovat alternativni sestfih

Experimentalni design

= —
CellTissue Total RNA Elolin labeled

L Hybridizalion Scanning &
Image Analysis

Priklady pouziti v molekularni biologii (na urovni mRNA):

« aplikace chemické latky na bunécnou kulturu a jeji vliv na expresi
riznych genu (najit geny, které snizi nebo naopak zvysi expresi mRNA)
« zvySeni exprese mMRNA zvoleného genu vnesenim plasmidu —
nalezeni dal$ich gend se zménénou expresi

« snizeni exprese mMRNA zvoleného genu po vneseni specifické siRNA —
nalezeni dal$ich gend se zménénou expresi




Fluorescecni znaceni

Nepiimé: jeden z nukleotidi modifikovan biotinem, ktery se detekuje
pomoci fluorescenéné znacené protilatky az po hybridizaci

biotinem se znaci cRNA (in vitro transcription)

mRNA — first strand cDNA — double strand cDNA — cRNA

Porovnani tisténych a fotolitograficky
pfipravenych microarrays

tisk kapilarami fotolitografie
pocet sond az 33000 az 6500000
pfiprava naro¢na jednodussi

prace s knihovnami
(neplati pro dlouhé oligo)

tisk vétsi variabilita mezi mensi variabilita mezi
sklicky sklicky

design umoziiuje pfimé srovnani | nepfimé srovnani

experimentu

alternativni nelze studovat mozné studovat

sestfih (neplati pro dlouhé oligo)

uprava podle | jednoducha dfive nemozna,

poZadavku dnes mozna

Méreni mnozstvi mRNA

(Allumina samosestavovaci arrays)

Samosestavovani silikonovych kuli¢ek

zakladni stavebni jednotka: silikonova kulicka (3uM)

kulika nema pfesné dané misto na skli¢ku, po fixaci na sklicku je jeji
typ identifikovan diky sekvenci ¢asti oligonukleotidu

oligonukleotid:
|. adresa (definuje typ kulicky)
1. vlastni sonda - oligonucleotid (50 bp), ktery je specificky
pro jednotlivé transkripty

mira exprese mRNA = intenzita fluorescence navazané cRNA

- a

T e, Biotin
- Labeled
cRNA

Address




Objevovani novych transkriptu

objevovani novych transkriptl, které nejsou jesté ve vefejnych
databazich (napf. SeqRef, Emsembl)

nebylo to mozné pomoci vySe zminénych technologii, protoze ty
jsou zalozené na znalostech obsazenych v databazich

Resgeni:
tilling arrays (Affymetrix)

mRNA sequencing (lllumina)

» Tilling* arrays

sondy na skli€ku pokryvaji kompletné urcitou oblast
genomu popr. cely genom

repetitivni sekvence nejsou pokryty (pfed navrhem sond jsou
odstranény pomoci programu ,RepeatMasker*)

sondy: oligonukleotidy
napf: 14 arrays, kazdé obsahuje 2x 3 250 000 sond
25 bazi sonda, PM a MM, mezera mezi sondami 10 bazi

po hybridizaci s fluorescen¢né znacenou cRNA ,sviti“ sondy, které predstavuji
transkribovana mista ve studované oblasti (genomu)

sondy v mistech ,bez transkripce” maji intenzitu fluorescence na Urovni pozadi

Ize detekovat nové exony, jejich alternativni sestfih

mRNA sequencing
objevovani novych transkriptd pomoci lllumina sekvenacéni technologie

neni potfeba navrhovat, tisknout nebo syntetizovat sondy

mRNA — first strand cDNA — double-stranded cDNA — fragmentace

l

sekvenace (lllumina technologie) <«— ligace adapterd

mRNA sequencing
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