DNA ¢&ipy

DNA cip neboli DNA microarray je technologie slouzici k analyze variability DNA a funguje na principu alelové
specifické hybridizace. To znamend, Zze metoda je zaloZena na principu parovani komplementarnich bazi
nukleotidd (spojeni vodikovymi mistky). Jedna se o desti¢cku (povétsinou sklenénou nebo silikonovou) s mnoha
(bé&zné desetitisici, statisici, vyjime¢né az miliony) vzorky jednoviaken DNA oligonukleotidt.

Touto metodou odhalujeme zmény v sekvenci DNA, kde nestacdi sledovat pocet ¢i délku fragment’ DNA, protoze
nepostihuji Zadné rozpozndvaci misto ani nemaji povahu delece nebo inzerce.

Pokud zndme alespon ¢astecné sekvence normalni a mutované alely, a to prfimo v misté mutace, mizeme
studovany vzorek hybridizovat s kradtkym znacenym syntetickym testovacim oligonukleotidem, ktery je
komplementarni k té oblasti genu, kterd by mohla nést mutaci. K hybridizaci dochazi za danych podminek (teplota,
koncentrace soli..) pouze v pripadé dokonalé sekvencni komplementarity.

Metoda PCR umoznila zvysSeni citlivosti a spolehlivosti alelové specifické hybridizace. Testovaci oligonukleotidy
mohou byt hybridizovédny nikoliv na kompletni genomovou DNA, ale staci specificky amplifikované segmenty
vysSetfovaného genu, ¢imz odpadaji komplikace nespecifické hybridizace. Sondy (testovaci oligonukleotidy) jsou
specialnimi metodami prichyceny k povrchu desti¢cky pevnou kovalentni vazbou. Na né je hybridizovana smés
znacenych PCR produktl amplifikované DNA.

Vyhoda: je mozné soucasné vysetreni obrovského mnoZstvi sekvencnich variant

Nevyhoda: (prozatim stéle) vysoka cena
Jak vypada DNA cCip?

V dnesni dobé existuje nékolik firem produkujicich DNA Cipy komercné
(napr. Affymetrix, Agilent Technologies, Eppendorf ¢i lllumina). Cipy jsou
vytvareny i pfimo ve vyzkumnych laboratorich pro vlastni potrebu.
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hybridizace této DNA na jednotlivé pozice je detekovéna ¢tecim zafizenim
a pocitacem. - .

Postup metody
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Vytvoreni DNA cipu
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Vytvoreni vzorku

Typickym prikladem vzorku je vSechna mRNA pritomna v urcité burice v urcitém okamziku. Vzorek musi byt
nejdrive purifikovan ("vycistén") napr. elektroforézou, PCR se specifickymi primery, poté je reversni transkripci
preveden do cDNA. Dale mize probéhnout amplifikace pomoci PCR pro zajisténi dostate¢ného poctu molekul
pozadovanych typl ve vzorku a déleni molekul cDNA na kratsi pomoci restrik¢nich endonukledz. Béhem reverzni
transkripce, PCR amplifikace ¢i po nich probihd nezbytny krok oznaceni molekul. Ke kazdé molekule je pfipojeno
nékolik molekul (typicky zhruba jedna na kazdych 60 bdazi) fluorescentni (popf. jiné, napf. radioaktivni) latky, jejiz
pritomnost nebo mnozstvi bude mozno pozdéji detekovat. Typickymi fluorescen¢nimi latkami pouzivanymi pro tyto
pokusy jsou fluorofory. Molekuly vzorku jsou pred aplikaci na ¢ip denaturovény. Vyslednym vzorkem je tedy smés
jednovldken DNA oznacenych detekovatelnou latkou.

Hybridizace vzorku s c¢ipem

Po kontaktu s DNA Cipem molekuly vzorku hybridizuji s komplementarnimi sondami.

Omyti Cipu

Po omyti zGstanou na ¢ipu sondy, pevné prichycené kovalentni vazbou k jeho povrchu a molekuly vzorku
prichycené dostatecné pevné na sondach. Molekuly vzorku pfichycené na sondach nedostate¢nym poctem

vodikovych mistkd, tedy nedostatecné sekvencné podobné, jsou odplaveny.

Skenovani Cipu
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Po excitaci laserem vyzari molekuly barviva pritomné na molekuldch vzorku
prichycenych na sondach svétlo urcité vinové délky. Svétlo vyzarené kazdou
vlastnosti je detekovano.

Zpracovani vysledku

Predchozim postupem ziskdme informaci o tom, ke kterym sekvencim
uchycenym na Cipu existovaly komplementarni sekvence ve vzorku. Podle
intenzity vyzareného svétla Ize urcit i mnozstvi komplementarnich molekul
pritomnych ve vzorku, bézné se ovSem pracuje pouze s relativhim mnozstvim. Dvoukanalovy DNA Cip
Jsou tedy pouze porovnavdna mnozstvi svétla vyzarena jednotlivymi vlastnostmi

pro zjisténi pomérd, v jakych byly jednotlivé sekvence ve vzorku pritomny.

Zjisténi absolutni koncentrace jednotlivych sekvenci ve vzorku je problematické.

Dalsi techniky

= ARMS (amplification refractory mutation system) - pokud primer nehybridizuje na svém 3' konci dokonale,
nedochazi viibec k amplifikaci

= LCR (ligase chain reaction)

= OLA (oligonucleotide ligation assay)

Odkazy

Souvisejici ¢clanky
= Hybridizace in situ
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