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Unidad IV

Microarreglos para analisis del DNA



¢, Como se puede estudiar la
variabilidad gendmica sin
realizar secuenciacion?
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‘Todos los individuos de una especie presentan variabilidad genomica
enddgena.

Esa variabilidad (SNPs, SNVs, Indels) suele no comprometer la dotacidon
génica del individuo segun la correspondiente a su especie, aunque Si
puede producir multiplicidad de alelos para cada locus.

Segun la frecuencia poblacional de cada alelo y su impacto fenotipico
® cxistiran variantes tipicas de grupos (variantes, cepas, lineas, linajes, razas,
etc.) y otras que marcaran a individuos.

Las primeras pueden ser Uutiles para aplicaciones de mejoramiento

® vegetal o animal, para el analisis epidemiolégico de entidades parasitas
para el ser humano u organismos utiles para nosotros; mientras que las
segundas pueden permitir asociar fenotipos no deseados (enfermedades)
con genotipos particulares.
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@ Hoy en dia, el estudio de la variabilidad gendémica a nivel poblacional para
una especie puede encararse mediante secuenciacion NGS.

La disminucion de costos y tiempos para re-secuenciar genomas transforma
a dicha aproximacion como la ideal.

Sin embargo, antes del auge de las NGS la genomica individual era
encarada mediante otras tecnologias que no involucraban Ia
secuenciacion.

@ Dichas aproximaciones siguen vigentes y constituyen opciones
tecnoldgicas Uutiles para la caracterizacion genotipica de individuos y
poblaciones.



Estudios de la variabilidad gendmica
Microarreglos o chips de DNA

@ La principal estrategia para este analisis global y simultaneo (o
paralelo) es la tecnologia de los microarreglos o chips de DNA,
metodologia del tipo high troughput (alto rendimiento de procesamiento).

@ Es unatecnica de hibridacion donde lo conocido esta inmovilizado y
lo marcado es lo que se quiere estudiar.
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Ejemplo de un chip de DNA
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. Como son los
microarreglos?
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Los chips son de vidrio o de silicio, generalmente de unos pocos
centimetros (por ej. una medida posible es 2 cm x 2 cm).

El nimero de posiciones de estudio variara en funcion del disefio del
DNA blanco inmovilizado, que llamaremos sondas (si bien no
poseeran marca detectable, son de secuencia conocida) aunque son
las dianas.

El DNA inmovilizado en ellos puede ser depositado en cada posicion
o sintetizado alli directamente.

El chip de DNA es una representacion parcial de la informacion
contenida en un genoma.



., Como son los
microarreglos donde las
dianas de DNA son
depositadas?
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Chips conformados mediante depdsito directo de sondas
previamente sintetizadas (quimicamente, enzimaticamente o
biologicamente).

DMNA clones -

—
"-',-‘-'_;:- iF) 5 : DNAs de secuencia conocida
NI AT AT (por ejemplo clones de una biblioteca
NN A caracterizada)
_

PCR amplification
purification

Deposito de las muestras

hybridize target
to microarray
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Chips conformados mediante depdsito directo de sondas
previamente sintetizadas (quimicamente, enzimaticamente o
biologicamente).

D

Poseen miles de posiciones (alrededor de
® 10.000).

En general, las dianas son DNAs clones derivados
de bibliotecas (0,5-1 kpb u oligonucelétidos de entre
20-100 b).

® Su utilidad es mayor en el analisis de
transcriptos que en el estudio de polimorfismos de
DNA.




. Como son los
microarreglos donde las
dianas de DNA son
sintetizadas in situ?
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Chips conformados mediante sintesis directa de sondas.

Tecnologias GeneChips de Affymetrix,
NimbleGen, Agilent, Combimatrix
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Estudios de la variabilidad gendmica
Microarreglos o chips de DNA

Chips conformados mediante sintesis directa de sondas.

8-

Los chips son cuadrados (de 2 x 2 cm) y estan divididos en
alrededor de 400.000 celdas (de 8 micrometros de diametro).

Cada celda contendra millones de un tipo de oligonucleétido o
sonda (25 nt —Affymetrix-; 50 nt —NimbleGen-; 60 nt —Agilent-, 50 nt

Combimatrix-).

@ Estos arreglos se pueden usar para el
estudio de la variabilidad gendmica.

—= Millions of features possible
on each GeneChip® array

DNA probes in one corner
of an Affymetrix array
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Chips conformados mediante sintesis directa de sondas.
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500,000 calls on each GaneChip” array

Actusl strand = 25 bass pairs

Image courtesy of Affymetrix.
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Chips conformados mediante sintesis directa de sondas.

8-

® Los GeneChips se utilizan para estudiar miles de SNP’s para
diferentes loci.

@ En general, se utilizan 20-40 diferentes sondas (40 celdas) para el
estudio de cada gen (algunas de apareamiento perfecto y otras de
apareamiento imperfecto).

La sintesis de las sondas se realizan mediante diferentes
® tecnologias, como Fotolitografia (Affymetrix, NimbleGen), Inkjet
(Agilent).o Electroquimica (Combimatrix).
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Fotolitografia

Second cycle

Affymetrix
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InkJet >

Agilent
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Electroguimica o Esta basado en tecnologia de semi-
conductores.

Esta dotado de microelectrodos en cada una de
las posiciones.

e EStos microelectrodos estan controlados por un
software.

La reaccion quimica de sintesis de ssDNA es
controlada por pulsos eléctricos.

Combimatrix




., Como se realiza el analisis?
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Microarreglos o chips de DNA

El principio basico del uso de microarreglos para el estudio de SNP’s y
SNV’s en poblaciones de individuos de una especie estd basado en la
hibridacion de acidos nucleicos.

@ E! chip contiene todas las variantes alélicas para las secuencias en estudio
(se estudian entre 10.000 y 100.000 SNP’s) constituyendo el DNA diana.

La muestra sera el gDNA de los individuos, adecuadamente fragmentado y
marcado para su posterior deteccion (marcacion fluorescente).

Luego de enfrentar a la muestra con el DNA diana (el chip) y llevarse a cabo
® ¢| proceso de hibridacion y los lavados correspondientes, se procedera a
revelar y registrar el resultado.

El analisis estadistico posterior utilizando la informacion de las celdas
positivas y negativas sugerira el genotipo del individuo investigado.
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Microarreglos o chips de DNA

El estudio de un genotipo para un individuo mediante microarreglos
comprende el siguiente flujo de trabajo.

Conocimiento Conjunto de
sobre puntos de SNP’s 0
variabilidad entre SNV’'s
individuos de una potencialmente
especie reIevantes

¥

Generacion de
chip mediante
sintesis in situ de
oligonucleotdios

Informacio Selecm Disefo y
genomica de desarrollo
una especie conjunto del chip
de SNP’s
Hibridacion Revelado Estadistica

Toma de islamiento \Preparacion
muestra de gDNA DNA
muestra

N ¥

Ind|V|duo a gDNA del Fragmentacion
genotipificar individuo y marcado
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DNA
diana

Chip

SNP a ser identificado

/

DNA de la
muestra

/@

Individuo que
desea ser
genotipificado

Chip de DNA con la muestra hibridada
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El estudio de un genotipo para un individuo mediante microarreglos
comprende el siguiente flujo de trabajo.

Conocimiento Conjunto de Generacion de
sobre puntos de SNP’s 0 chip mediante
yar.ia.bilidad entre SNV,S. sintesis in situ de
individuos de una potencialmente oligonuclectdios
especie relevantes
Los chips de DNA

Informacién Seleccion Disefio y contienen entre 10.000 y
una especie ; del chi para investigar en una

P de SNP's !

muestra. La informacion

para su disefio surge de
muchos estudios
poblacionales previos
sobre variabilidad
genomica.
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Microarreglos o chips de DNA

El estudio de un genotipo para un individuo mediante microarreglos
comprende el siguiente flujo de trabajo.

El gDNA de la muestra
en estudio debe ser

Toma de islamiento \Preparacion
muestra de gDNA DNA fragmentado y marcado
muestra para su posterior

deteccion.

¥ N ¥

Individuo a gDNA del Fragmentacion
genotipificar individuo y marcado
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® Si el organismo es unicelular, la muestra derivara de un cultivo del mismo.

Si el organismo es multicelular, la muestra puede derivar de cualquier
tejido del individuo.

® En humanos, generalmente, la muestra deriva de una extraccion de sangre.

® El gDNA es aislado de la biomasa seleccionada por procedimientos
estandar.

@ E! dDNA debe estar libre de inhibidores de PCR (grupos hemo, exceso de
sales, EDTA) y poseer alto grado de integridad.

@ Se debe partir de alrededor de 500 ng de gDNA. Si no se cuenta con dicha
cantidad, puede llevarse a cabo una WGA (Whole Genome Amplification).
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El procesamiento del gDNA puede dividirse en las siguientes 3 etapas:

¥

_ DNA para
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El procesamiento del gDNA puede dividirse en las siguientes 3 etapas:

-

El gDNA aislado debe ser cuantificado

DNA aislado i G 1y diluido hasta una concentracion de
PIRHFGR 50 ng/uL. Las diferentes muestras se

disponen por duplicado en una placa
- de 96 wells (250 ng por muestra).
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Microarreglos o chips de DNA

10X Sty | Buffer
MEBuffer 3), BSA

and Eppendorf
tube

T TE
— Molecular biology-
grade water

Plate of genomic
DMA labeled Sty

Double cooling
chamber

............
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Microarreglos o chips de DNA

La mitad de las muestras de gDNA es
digerida con la enzima Styl (C/CWWGG).

pre-PCR e - La otra mitad de las muestras de gDNA
es digerida con Nspl (RCTAG/ZY).

De este modo, cada gDNA es digerido

~ con ambas enzimas independientemente.
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Cada muestra digerida es ligada (con

DNA ligasa) a adaptadores especificos.
pre-PCR e | El gDNA tratado con Styl es ligada con

adaptadores Styl.

El gDNA tratado con Nspl es ligada con
_ adaptadores Nspl.

——————— ]
¢ t ¢ } } ¢

Msp | Nsp | Nsp | Sty | Sty | Sty |
l RE digestion l RE digestion
—_———— —————e
— T——
—
— e —
l MNsp adaptor ligation l Sty adaptor ligation
[ — ] [ — ]
[ — ] _— o
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Microarreglos o chips de DNA

—

Luego, los fragmentos gendémicos
modificados con adaptadores son sometidos a

PCR con primer Styl o Nspl segun
correponda.

PCR - _
Se obtienen fragmentos entre 200y 1.100 pb.

Se juntan los amplicones de cada muestra (2
PCRs por muestra)

—

GW&.0 PCR Program for GeneAmp® PCR System 9700

Temperature Time Cycles

-2000
-1000

84°C 3 min 1X

-7150
-500

94=C 30 sec
BO°C 45 sec 30X
BE"C 15 sec -300

68°C 7 min 1X
-100

4°C HOLD (Can be held overnight)

Volume: 100 pL
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Los amplicones son fragmentados mediante
un tratamiento quimico®.
Post-PCR 0<

El conjunto de dsDNA queda menor a 100 pb.

*El tratamiento involucra una reaccién productora de radicales hidroxilo, con perdxido de hidrogeno, acido ascorbico y complejos de hierro-EDTA.
Zhang et al, 2001. Reproducible and inexpensive probe preparation for oligonucleotide arrays. Nucleic Acids Research.
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Los amplicones fragmentados son marcados.

Post-PCR e< La marcacidn consiste en tratar a.cada
muestra con TdT (transferasa terminal) y un
ddNTP marcado con biotina.

—
p—————— ]
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Nsp | Nsp | Nsp | Sty | Sty | Sty l
L RE digestion J,. RE digestion
_— |
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—
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L Nsp adaptor ligation J' Sty adaptor ligation
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[———— | —
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L PCR: One prime PCR: One prime
so mplification amplification
— - o
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o e
T Complexity
I reduction cleanup
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J Fragmentatio d
end-labeling
e,
W oy RN ybridizatio
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El estudio de un genotipo para un individuo mediante microarreglos
comprende el siguiente flujo de trabajo.

Conocimiento Conjunto de
sobre puntos de SNP’s 0
variabilidad entre SNV’'s
individuos de una potencialmente
especie relevantes

Generacion de
chip mediante
sintesis in situ de
oligonucleotdios

La muestra es

Informacion elecm Disefio y
gendmica de desarrollo
una especie conjunto del chip :
de SNP’s _ _
Hibridacion el chip e incubada

depositada sobre
14-16 hs en
Toma de islamiento \Preparacion
muestra de gDNA DNA
muestra

condiciones
\ 4 \ o

estrictas
Ind|V|duo a gDNA del Fragmentacion
genotipificar individuo y marcado
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Siembra del chip con la
muestra antes
preparada,conteniendo
la marca de biotina
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Las moléculas de la muestra se enfrentan al DNA diana y quedan
retenidas donde aparean perfectamente.

La hibridacion es en condiciones estandar con presencia de DNA heterélogo como bloqueante.
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De esta manera, los oligonucleoétidos de la celda quedan hibridados con los
fragmentos de gDNA, quedando una capa de biotina sobre la celda.
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Después, se introduce estreptavidina marcada con el fluoroforo, de modo tal de
transformar la hibridacion en detectable con propiedades espectroscopicas.

® Estreptavidina con fluoroforo
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Ejemplo de celdas para detectar un mismo SNP
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El estudio de un genotipo para un individuo mediante microarreglos
comprende el siguiente flujo de trabajo.

Conocimiento Conjunto de
sobre puntos de SNP’s 0
variabilidad entre SNV’'s
individuos de una potencialmente
especie relevantes

¥

Generacion de
chip mediante
sintesis in situ de
oligonucleotdios

Informacion elecm Disefio y
gendmica de desarrollo
una especie conjunto del chip
de SNP’s
Hibridacion Revelado

Toma de iIslamiento reparaCIOn
muestra de gDNA DNA
muestra

N ¥

Ind|V|duo a gDNA del Fragmentacion
genotipificar individuo y marcado
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Luego de la hibridacion se realizan lavados para eliminar los DNAs
® imperfectamente apareados (soluciones de concentracion salina decreciente
y presencia de detergentes).

° Después, se agrega estreptavidina marcada con un fluoréforo en
presencia de BSA.

La estreptavidina quedara unida a las biotinas presentes en las

muestras de gDNA.

@ Finalmente, se excita el microarreglo con luz apropiada y se registra
la emisidon de fluorescencia con un escaner.
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Escaner
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Resultado de un microarreglo revelado
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Resultado de un microarreglo revelado
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El estudio de un genotipo para un individuo mediante microarreglos
comprende el siguiente flujo de trabajo.

Conocimiento Conjunto de
sobre puntos de SNP’s 0
variabilidad entre SNV’'s
individuos de una potencialmente
especie reIevantes

¥

Generacion de
chip mediante
sintesis in situ de
oligonucleotdios

Informacio Selecm Disefo y
genomica de desarrollo
una especie conjunto del chip
de SNP’s
Hibridacion Revelado Estadistica

Toma de islamiento \Preparacion
muestra de gDNA DNA
muestra

N ¥

Ind|V|duo a gDNA del Fragmentacion
genotipificar individuo y marcado
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Luego de digitalizarse la imagen del microarreglo, es necesario
® realizar un andlisis estadistico para definir cuales son los SNPs
presentes en el gDNA en estudio.

Esto involucra comparar las sefiales obtenidas en cada celda respecto
de los controles, y de analizar en su conjunto todas las sondas

disponibles para la determinacion de cada SNP (las de apareamiento
perfecto y las de apareamiento imperfecto, mas las que cuestionan el tipo de

alelo segun variante del SNP).

® En funcion de todo lo anterior, se define el genotipo de la muestra
analizada referenciando el rigor estadistico de la determinacion.
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El microarreglo es analizado en cada uno de los spots.

V

Seleccion de 1 Spot

Analisis de la intensidad de
senal

IIIIIIIi L

Grilla del microarreglo
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El microarreglo es analizado en cada uno de los spots.

V

En cada spot se localiza el

.centro, restandose toda Ia
fluorescencia base en funcion
del entorno.

El resultado de todas las celdas
existentes para determinar un

e SNP son comparadas y en
funcion de ello y de un soporte
estadistico se define cual es el
SNP presente en el gDNA.




