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Transcritos sobrexpresados

Transcritos reprimidos

Intensidad de |la sefial de hibridacion proporciona informacion de la
abundanciarelativa de cada transcrito en la muestra.



Microarrays/Macroarrays

* Determina el nivel de expresion de multiples

genes — abundancia relativa de sus
transcritos.

 Revela l|a 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.
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ldea: Medir la cantidad de mRNA para detectar

gue genes son expresados (utilizados) por la
celula.



Hibridacion en microarrays

En un experimento tipo:

1. Generar sondas (fragmentos de PCR).

2. Depositarlas en un soporte solido (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

1. Colecciones de Expressed

Sequences Tags (EST)
2. Genotecas de cDNAs
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Coleccion de productos de
PCR en placas de 96 pocillos

Sembrado: En cada spot se
siembra el producto de PCR de

un unico gen.




Confeccion de arrays

MICROARRAYS

Siembra 0,25-1 nL/spot
generando spots de
100-150 um 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

Move pins
ﬁ

Touch surface
ﬁ

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

iInmovilizados en una membrana de nylon o vidrio.

e >710.000 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 inmovilizadas (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 solido (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

5’/_\/\AAAA31

TTTT Oligo(dT) primer

15t Strand cDNA synthesis
4 + Cy3-dUTP or Cy5-dUTP

57 TN __— "AAAAZ

TTTT
Hydrolyze RNA

" Purify cDNA

: TTTT




Hibridacidn en microarrays

El cDNA marcado se une de
manera selectiva a su sonda
complementaria (probe)

La ubicaciéon de cada sonda en el vidrio es
conocida.






Hibridacion en microarrays

En un experimento tipo:

1. Generar sondas (fragmentos de PCR).

2. Depositarlas en un soporte solido (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.



Deteccidon de fluorescencia
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Deteccidon 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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Cada spot representa
' un gen o un fragmento

de un gen.
www.molgen.mpg.de -

gen

cDNA9- 99 @ @& ©® ¢

 La intensidad de la sefial fluorescente es medida para cada spot en cada una
de las longitudes de onda.

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

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



Hibridacidon en microarrays
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Microarray de levadura
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Hibridacidon en macroarrays
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Hibridacion en microarrays

En un experimento tipo:

1. Generar sondas (fragmentos de PCR).

2. Depositarlas en un soporte solido (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 mRNA blanco



HIBRIDACION IN SITU
Sintesis de sonda de RNA

SP8 transcription start
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Figure 5.4: Riboprobes are generated by run-off transcription from cloned DNA inserts in specialized plasmid vectors.

The plasmid vector pSP64 contains a promoter sequence for phage SP6 RNA polymerase linked to the multiple cloning site
(MGS) in addition to an origin of replication (ori} and ampicillin resistance gene {amp). After cloning a suitable DNA fragment in
one of the 11 unique restriction sites of the MCS, the purified recombinant DNA is linearized by cutting with a restriction
enzyme at a unique restriction site just distal to the insert DNA (Pvu Il in this example). Thereafter labeled insert-specific RNA
transcripts can be generated using SP8 RNA polymerase and a cocktail of NTPs, at least one of which is labeled (UTP in this
case).



., Como visualizar la sonda?

ICEBITEEATEER)  UTP-Fluoroforo

MICCEATECAITEEL  uTP-Digoxigenina

Structure of DIG-dUTP Coupled via
Alkali-Labile Ester Bond




MICCEATECAITEEL  uTP-Digoxigenina
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LA hbBb

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

L_abeled Alexa 488 Alexa 568
Riboprobes
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