Microarrays/Macroarrays

* Determina el nivel de expresion de multiples
genes ® abundancia relativa de sus
transcritos.

 Revela l|la respuesta transcripcional del
genoma frente a una alteracion ambiental, en
diferentes tipos celulares, a lo largo de
periodos secuenciales de tiempo, etc.

 Permite agrupar diferentes genes sobre la
base de sus perfiles de expresion ® estudiar
sus relaciones y jerarquias funcionales.



Hibridacion en microarrays

En un experimento tipo:

1. Generar sondas (fragmentos de PCR).

2. Depositarlas en un soporte soélido (vidrio o membrana de
nylon).

3. Aislar RNA (total o mRNA) a partir de una muestra biologica.
4. Convertir el RNA en cDNA utilizando una transcriptasa
reversa.

5. Marcar el cDNA con nucleotidos radioactivos o fluorescentes
6. Hibridar el cDNA marcado en el array.

7. Detectar y cuantificar la fluorescencia o la radioactividad.
utilizando un confocal laser scanner o un phosphoimager.

8. Analizar los resultados.



Confeccion del array
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Confeccion de arrays

MICROARRAYS

Siembra 0,25-1 nL/spot
generando spots de
100-150 mm de
diametro.




Confeccion de arrays

Figure 3: Atomic force microscopy of DNA on a microarray. This is a micrograph of a portion of a
hybridization probe from a yeast microarray, taken after the array was subjected to hybridization. The DNA
is clearly deposited at a sufficient density to allow many kinds of strand—to—strand interactions. The width
of the picture represents a scanned distance of 2 m. Image kindly provided by J. DeRisi (Stanford) and E.
Carr (Hewlett—Packard).



Tipos de arrays

Touch surface Move pins
ﬁ #

Microarrays de cDNA:
* DNAs (cDNA o productos de PCR 0,6-2,4 Kb) son

Inmovilizados en una membrana de nylon o vidrio.

e >10.000 secuencias inmovilizadas.
e La muestra a hibridar es marcada con derivados

fluorescentes o 33P/32P.



Tipos de arrays
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Microarrays de oligonucleotidos:

* Oligonucleotidos (25 pb) son sintetizados sobre una matriz de
vidrio o plastico.

« >500.000 secuencias Iinmovilizadas (10’ copias/punto de
siembra).

e La muestra a hibridar es marcada con derivados
fluorescentes.



Hibridacion en microarrays

En un experimento tipo:

1. Generar sondas (fragmentos de PCR).

2. Depositarlas en un soporte soélido (vidrio o membrana de
nylon).

3. Aislar RNA (total o mRNA) a partir de una muestra biologica.
4. Convertir el RNA en cDNA utilizando una transcriptasa
reversa.

5. Marcar el cDNA con nucleotidos radioactivos o fluorescentes
6. Hibridar el cDNA marcado en el array.

7. Detectar y cuantificar la fluorescencia o la radioactividad.
utilizando un confocal laser scanner o un phosphoimager.

8. Analizar los resultados.



Sintesis de cDNA
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Sintesis de cDNA marcado
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Hibridacion en microarrays
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Hibridacion en microarrays

En un experimento tipo:

1. Generar sondas (fragmentos de PCR).

2. Depositarlas en un soporte soélido (vidrio o membrana de
nylon).

3. Aislar RNA (total o mRNA) a partir de una muestra biologica.
4. Convertir el RNA en cDNA utilizando una transcriptasa
reversa.

5. Marcar el cDNA con nucleotidos radioactivos o fluorescentes
6. Hibridar el cDNA marcado en el array.

7. Detectar y cuantificar la fluorescencia o la radioactividad.
utilizando un confocal laser scanner o un phosphoimager.

8. Analizar los resultados.



Deteccidn de fluorescencia
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Detecciodn de fluorescencia

Cada punto corresponde a la hibridacion del cDNA marcado con
secuencias de DNA gue representan a un gen unico.
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Ejemplo:

cDNA experimental: rojo Cy5
cDNA control: verde Cy3
Amarillo: Experimental = Control

Rojo: Experimental > Control

Verde: Experimental > Control



Cada spot representa

_ un gen o un fragmento
de un gen.
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» La intensidad de la sefial fluorescente es medida para cada spot en cada una
de las longitudes de onda.

 La intensidad de la sefial representa la cantidad de transcrito presente en la
muestra original.

» La razon de las sefiales de hibridacion Cy3/Cy5 representa el cambio relativo
de expresion de un gen entre las muestras.



Hibridacion en microarrays

Cy5 =633 nm Cy3 =532 nm

1 2
DINA clanes test reference

# s | a
P laser £
NIR %o

reverse ;
transcription 55
Cy5 label with Cy3
fluor dyes

PCR amplification 2 S
purification A_.l:,i:t %‘!’:ﬂﬁ

rabotic
printing

w2 A

computer
hybridize target analysis

to microarray -
¥ @ Expresiondel>2

O Expresiondel=2
@ Expresiondel<?2




Microarray de levadura
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Hibridacion en macroarrays

Condicién 1 Condicion 2

Sintesis de cDNA
marcado con 32

0




Hibridacion en microarrays

En un experimento tipo:

1. Generar sondas (fragmentos de PCR).

2. Depositarlas en un soporte soélido (vidrio o membrana de
nylon).

3. Aislar RNA (total o mRNA) a partir de una muestra biologica.
4. Convertir el RNA en cDNA utilizando una transcriptasa
reversa.

5. Marcar el cDNA con nucleotidos radioactivos o fluorescentes
6. Hibridar el cDNA marcado en el array.

7. Detectar y cuantificar la fluorescencia o la radioactividad.
utilizando un confocal laser scanner o un phosphoimager.

8. Analizar los resultados.



DETECCION DE ACIDOS NUCLEICOS

e HIBRIDACION IN SITU

PERMITE DETECTAR LA DISTRIBUCION
ESPACIAL Y TEMPORAL DE UN TRANSCRITO
EN UNA CELULA, TEJIDO U ORGANISMO
ENTERO.



HIBRIDACION IN SITU

Tipos de sondas

RNA
— Transcripcion in vitro de un RNA marcado

DNA
— Hebra complementaria al mMRNA blanco



¢.,Como visualizar la sonda?

AICCEATeCArcCes  YTR-Fuorotoro

AICCEAIGCAICEEL — UTP-Digoxigenina

Structure of DIG-dUTP Coupled via
Alkali-Labile Ester Bond
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Estados del desarrollo embrionario
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Correlacion entre imagenes y datos de microarrays

Fluctuaciones relativas de las sefnales de intensidad durante el desarrollo



Fluorescently
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DETECCION DE ACIDOS NUCLEICOS

e SOUTHERN BLOT

PERMITE DETECTAR LA PRESENCIA Y EL
NUMERO DE COPIAS DE UN GEN EN UN
GENOMA.
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SOUTHERN BLOT

. OBTENCION DE DNA GENOMICO

DIGESTION CON ENZIMAS DE RESTRICCION
ELECTROFORESIS EN GELES DE AGAROSA

. TRATAMIENTO DEL DNA

TRANSFERENCIA DEL DNA A UNA MEMBRANA
HIBRIDACION

. VISUALIZACION



Slep 1

Digest DNA with
restriction endonucleases

DMA DMA rastriction fragments

Perform agarose gel electrophoresis
on the DMNA fragments from different digests
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Slep 4 Step 3
Step 4]

Transfer (blot) gel 1o DNA fragments fractionated by size
nitrocellulose filter using (visible under UV light if gel is
Southem blot technique soaked n athidrm bromice)
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1. Los fragmentos de DNA en el gel son desnaturados en un buffer alcalino.

« pHalcalino desnatura el DNA a la forma de hebra simple

2. EI DNA es transferido a una membrana de nylon en buffer SSC (standard saline
citrate)

« Altaconcentracion de sal regula la estrictez (especificidad de unidon de la sonda)

 Citrato, quelante de cationes divalentes requeridos para la actividad de las
nucleasas (previene degradacion del DNA))



DMA fragments are bound tc
filter in positions identical to
those an the gel
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Hadioactive
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Expose filter to X-ray film.
Hesulting autoradiograph
shows hybridized DMNA fragments




