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ДНК-биочипы – это миниатюризированные матрицы, в
которых на подложке в определенном порядке распределены и
прикреплены фрагменты ДНК, соответствующие отдельным
генам или их частям. Такие организованные микроматрицы
позволяют проводить эксперименты по одновременному
анализу структуры и экспрессии тысяч генов с помощью
параллельной гибридизации. 

Развитие методов преобразования результатов этих
экспериментов в цифровые данные и методов компьютерной
обработки последних обеспечивает возможность
анализировать и сопоставлять экспрессию таких массивов
генов во множестве экспериментальных условий.

Определение ДНК-биочипов (ДНК-микроматриц)
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На твердой поверхности
(стекло или полимер)

олигонуклеотидные
биочипы

20-75 н.о.
Fodor et al., 1993; 

Lipshutz et al., 1995;
Lockhart et al., 1996

кДНКовые биочипы
100-2500 п.н.
DeRisi et al., 1996

ТИПЫ ДНК-БИОЧИПОВ
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Фрагменты ДНК или
олигонуклеотиды

30-2500 н.о.
Под руководством акад. А.Д. 
Мирзабекова в ИМБ РАН

Lysov et al., 1988; 
Khrapko et al., 1989

На мембране
(фильтре)

Фрагменты ДНК или
олигонуклеотиды, 

30-2500 н.о.
Saiki et al., 1989

Kawasaki et al., 1993
Фильтровые микрочипы,  
макрочипы, ОБРАТНЫЕ
ДОТ-БЛОТЫ
(Reverse Dot Blot Arrays)

МИКРО

В микрокаплях
(микрокусочках) геля

МАКРО

В объеме

Микроскопное стекло размером
25 мм х 76 мм

ДНКовые геномные
биочипы

2000-25000 п.н.

От 10мм х 10 мм
до 25см х 25см
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ИспользованиеИспользование кусочковкусочков
полиакриламидногополиакриламидного
гелягеля, , вв которыхкоторых
иммобилизируютсяиммобилизируются
олигонуклеотидыолигонуклеотиды. . 

ИлиИли раскапывараскапываниение
микрокаплмикрокаплейей растворараствора сс
компонентамикомпонентами длядля гелягеля ии
сс олигонуклеотидамиолигонуклеотидами ии
фотоактивируемфотоактивируемаяая
кополимеризацикополимеризацияя

БИОЧИПЫБИОЧИПЫ МИРЗАБЕКОВАМИРЗАБЕКОВА -- MAGIChipMAGIChip™™ ТЕХНОЛОГИЯТЕХНОЛОГИЯ



синтез
олигонуклеотидов

in situ

контактная
печать

струйная печать

СПОСОБЫ ИЗГОТОВЛЕНИЯ ДНК-БИОЧИПОВ НА ТВЕРДОЙ
ПОВЕРХНОСТИ
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ВидВид
стеклянногостеклянного
ДНКДНК--биочипабиочипа

ИЗГОТОВЛЕНИЕГОТОВЛЕНИЕ ДНКДНК--БИОЧИПОВБИОЧИПОВ

ИсследованиеИсследование качественныхкачественных ии количественныхколичественных характеристикхарактеристик
транскриптоматранскриптома: : ДНКДНК--биочипбиочипыы

ИсследованиеИсследование функциональныхфункциональных характеристикхарактеристик геномагенома



ИЗГОТОВЛЕНИЕГОТОВЛЕНИЕ ДНКДНК--БИОЧИПОВБИОЧИПОВ -- РОБОТЫРОБОТЫ
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ИЗГОТОВЛЕНИЕГОТОВЛЕНИЕ ДНКДНК--БИОЧИПОВБИОЧИПОВ -- видеовидео
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ПрименениеПрименение биочиповбиочипов ((микроматрицмикроматриц)) длядля
исследованияисследования транскриптоматранскриптома

Погружение пинов в образцы, размещенные в планшетах и перенесение
малого количества образца на стекло на кончике пина

Размер пятна определяется:
- диаметром и формой пина, 
- поверхностными энергиями взаимодействий между веществами пина,
жидкости и стекла
Ограничения:
- малый объем переносимого образца
- низкая скорость;
- низкая воспроизводимость;

КОНТАКТНАЯ ПЕЧАТЬ (Pin Printing Technology)



ПрименениеПрименение биочиповбиочипов ((микроматрицмикроматриц)) длядля
исследованияисследования транскриптоматранскриптома

Задачи:
-переносить больший объем образца
- обеспечивать однообразие пятен

РАЗНОВИДНОСТИ ПИНОВ



ПрименениеПрименение биочиповбиочипов ((микроматрицмикроматриц)) длядля
исследованияисследования транскриптоматранскриптома

Пины фирмы TeleChem's (Micro Spotting pins)
работают наподобие чернильных штампов и
могут переносить до 0.2-1.0 µl пробы, 
отпечатывать пятна размером 75-360 µm в
диаметре с расстоянием между ними 140 µm

РАЗНОВИДНОСТИ ПИНОВ:  TeleChem's



ПрименениеПрименение биочиповбиочипов ((микроматрицмикроматриц)) длядля
исследованияисследования транскриптоматранскриптома

РАЗНОВИДНОСТИ ПИНОВ:  Pin-and Ring



ПрименениеПрименение биочиповбиочипов ((микроматрицмикроматриц)) длядля
исследованияисследования транскриптоматранскриптома

Пьезоэлектрическое устройство Щприц-соленоидное (syringe-
solenoid) устройство

БЕСКОНТАКТНАЯ ПЕЧАТЬ (INK-JET)

Объем микрокапель от 100 pL до 2 mL

Расстояние между пятнами 750 µm, размер
пятен 145 µm. 
Объем капель – сотни пиколитров.
Высокая скорость – несколько тысяч капель в
секунду. 

Расстояние между пятнами 500 µm, размер
пятен 325 µm. 
Объем капель – 4-8 нанолитров.
Высокая скорость – несколько тысяч капель в
секунду. 



ПрименениеПрименение биочиповбиочипов ((микроматрицмикроматриц)) длядля
исследованияисследования транскриптоматранскриптома

ЗАВИСИМОСТЬ КАЧЕСТВА ПЕЧАТИ ОТ СПОСОБА ОБРАБОТКИ СТЕКЛА
И РАСТВОРИТЕЛЯ ДЛЯ ПРОБ



ПрименениеПрименение биочиповбиочипов ((микроматрицмикроматриц)) длядля
исследованияисследования транскриптоматранскриптома

Используется набор масок, трафаретов, 
через которые облучают поверхность
стеклянной пластины. В
экспонированных точках происходит
фотоиндуцируемая реакция
присоединения одного нуклеотида, 
присутствующего в реакционной смеси. 
После смены маски и нуклеотида в смеси
подается новый импульс света и
присоединение еще одного нуклеотида.
Весь набор проб синтезируется
одновременно, что повышает
воспроизводимость. Пластина затем
делится на отдельные биочипы и
упаковывается в картриджи, которые
служат для защиты проб и и как камеры
для последующей гибридизации

Процесс фотолитографии по методу AffymetrixAffymetrix
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Affymetrix: Affymetrix: СтруктураСтруктура элементовэлементов биочипабиочипа

Affymetrix Affymetrix –– компаниякомпания, , производящаяпроизводящая
олигонуклеотидныеолигонуклеотидные микробиочипымикробиочипы
««GeneChipGeneChip»»..

КаждыйКаждый генген представленпредставлен несколькиминесколькими
короткимикороткими олигонуклеотидамиолигонуклеотидами 25 25 нтнт длинойдлиной..

ОдинОдин меченыймеченый образецобразец гибридизуетсягибридизуется сс
однимодним микробиочипоммикробиочипом..

ВВ типичномтипичном микробиочипемикробиочипе Affymetrix Affymetrix 
содержитсясодержится ~200,000 ~200,000 элементовэлементов длядля 10,000 10,000 
геновгенов
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Affymetrix: Affymetrix: СтруктураСтруктура элементовэлементов биочипабиочипа

••длядля измеренияизмерения уровняуровня мРНКмРНК
одногоодного генагена присутствуетприсутствует одинодин наборнабор пробпроб;;

* * каждыйкаждый наборнабор пробпроб состоитсостоит изиз 1010--2020
олигонуклеотидныхолигонуклеотидных пробпроб;;

* * вв каждомкаждом элементеэлементе биочипабиочипа ((probe cellprobe cell))
миллионымиллионы копийкопий олигонуклеотидныхолигонуклеотидных пробпроб;;

* * каждыйкаждый олигонуклеотидолигонуклеотид -- 2525--мермер;;
* * элементыэлементы биочипабиочипа организованыорганизованы вв парыпары пробпроб;;
* * вв каждойкаждой парепаре пробпроб естьесть пробапроба совершенногосовершенного
соответствиясоответствия PM PM ((perfect match) perfect match) ии нарушенногонарушенного
соответствиясоответствия MM (mismatch)MM (mismatch);;

* * PM PM идентичнаидентична участкуучастку вв соответствующемсоответствующем генегене;;
* * MMMM совпадаетсовпадает сс этимэтим жеже участкомучастком заза
исключениемисключением 1313--ойой позициипозиции, , вв которойкоторой
поставленпоставлен комплементарныйкомплементарный нуклеотиднуклеотид
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Affymetrix: Affymetrix: СхемаСхема технологиитехнологии
ДляДля гибридизациигибридизации сс микробиочипоммикробиочипом
выделеннаявыделенная мРНКмРНК сначаласначала
конвертируетсяконвертируется вв одноцепочечнуюодноцепочечную
кДНКкДНК, , затемзатем вв двухцепочечнуюдвухцепочечную
кДНКкДНК, , котораякоторая используетсяиспользуется каккак
матрицаматрица вв in vitroin vitro транскрипциитранскрипции сс
промоторапромотора длядля РНКРНК полимеразыполимеразы фагафага
ТТ7 7 длядля производствапроизводства меченыхмеченых
биотиномбиотином кРНКкРНК. . 
ИменноИменно этотэтот пулпул кРНКкРНК используетсяиспользуется
длядля гибридизациигибридизации..
ВыявлениеВыявление результатоврезультатов гибридизациигибридизации
производитсяпроизводится сс помощьюпомощью
стрептавидинстрептавидин--фикоэритриновогофикоэритринового
конъюгатаконъюгата ии сканированиясканирования сигналасигнала отот
фикоэритринафикоэритрина
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Affymetrix: Affymetrix: ВидВид сигналовсигналов гибридизациигибридизации

ВВ результатерезультате каждогокаждого сканированиясканирования
сигналасигнала гибридизациигибридизации получаетсяполучается
псевдоаналоговоепсевдоаналоговое изображениеизображение
микробиочипамикробиочипа.  .  
ЗначенияЗначения интенсивностиинтенсивности сигналасигнала
длядля каждогокаждого пикселапиксела этогоэтого
изображенияизображения представленыпредставлены вв видевиде
.DAT.DAT--файлафайла
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•• ПриПри вычислениивычислении сигналасигнала длядля каждогокаждого элементаэлемента ((cellcell) ) 
значениязначения интенсивностиинтенсивности длядля пикселовпикселов элементаэлемента
преобразуютсяпреобразуются вв одноодно значениезначение..

•• данныеданные оо значенияхзначениях длядля всехвсех элементовэлементов представленыпредставлены
вв ..CELCEL--файлефайле

•• КаждыйКаждый элементэлемент состоитсостоит изиз 10x10 10x10 пикселовпикселов
•• ДляДля каждогокаждого элементаэлемента ((ии PMPM,, ии MM)MM) изиз расчетоврасчетов
удаляютсяудаляются внешниевнешние 36 36 пикселовпикселов длядля сниженияснижения
влияниявлияния фонафона, , остаютсяостаются 8x8 8x8 пикселовпикселов

•• ЗаЗа значениезначение сигналасигнала какогокакого--либолибо элементаэлемента беретсяберется 7575--
йй персентильперсентиль отот суммарногосуммарного значениязначения длядля 8x8 8x8 
пикселовпикселов

•• ЗаЗа значениезначение фонафона вв одномодном изиз 1616--тити секторовсекторов биочипабиочипа
принимаетсяпринимается среднеесреднее отот 2% 2% элементовэлементов вв этомэтом секторесекторе
сс самымисамыми низкиминизкими значениямизначениями

•• ЗаЗа значениезначение сигналасигнала длядля каждойкаждой парыпары пробпроб беретсяберется
разницаразница сигналовсигналов PMPM ии MMMM

Affymetrix: Affymetrix: ВычислениеВычисление сигналасигнала
ВычислениеВычисление сигналасигнала илиили корректировккорректировкаа фонафона ((background adjustmentbackground adjustment))
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1) .DAT 1) .DAT файлфайл -- изображениеизображение, , СодержитСодержит
значениязначения сигналасигнала длядля ~10~1077 пикселовпикселов
((~50 M~50 Mбб))..

2) .CEL 2) .CEL файлфайл -- Cell intensity fileCell intensity file.. СодержитСодержит
значениязначения PMPM and MM and MM длядля элеменовэлеменов чипачипа
((~7 M~7 Mбб).).

3) .CDF 3) .CDF файлфайл -- Chip Description File. Chip Description File. СодержитСодержит
данныеданные оо положенииположении пробпроб, , парпар пробпроб ии
наборовнаборов пробпроб нана чипечипе ((~7 M~7 Mбб))..

4) .EXP 4) .EXP файлфайл -- Experiment Description FileExperiment Description File. . 
СодержитСодержит описаниеописание образцовобразцов, , установкиустановки длядля
проточнойпроточной системысистемы реактивовреактивов ии длядля сканерасканера
( ~1 ( ~1 кбкб))..

5) .RPT 5) .RPT файлфайл -- Quality report fileQuality report file.. СодержитСодержит
описаниеописание параметровпараметров качествакачества данныхданных
(~2 (~2 кбкб))..

Affymetrix: Affymetrix: ТипыТипы файловфайлов сс результатамирезультатами
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СистематическиеСистематические отклоненияотклонения могутмогут бытьбыть изиз--заза различийразличий вв::
•• количествахколичествах РНКРНК вв образцахобразцах
•• эффективностиэффективности гибридизациигибридизации
•• настройкахнастройках илиили нестабильностинестабильности сканерасканера

ТипыТипы различийразличий::
•• ИнтересующиеИнтересующие наснас
–– различияразличия вв экспрессииэкспрессии геновгенов
•• мешающиемешающие намнам
–– различияразличия вв приготовленииприготовлении образцовобразцов
–– различияразличия вв обработкеобработке биочиповбиочипов
–– различияразличия вв сканированиисканировании биочиповбиочипов

Affymetrix: Affymetrix: ПричиныПричины примененияприменения нормализациинормализации

МеждуМежду биочипамибиочипами ужеуже вв одномодном
экспериментеэксперименте сс многимимногими отдельнымиотдельными
гибридизациямигибридизациями могутмогут бытьбыть различияразличия
попо::
•• общейобщей яркостияркости биочиповбиочипов
•• общимобщим ии локальнымлокальным значениямзначениям фонафона



Графическое представление сигналов

R - значения красных сигналов
G - значения зеленых сигналов

Способ 1 Способ 2
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Средняя интенсивность сигнала (красная линия) отклоняется от нулевого
значения. Это означает присутствие систематического отклонения значений

сигналов.
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Наблюдение систематического
отклонения
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РезультатыРезультаты длядля 5 Affymetrix5 Affymetrix--
биочиповбиочипов (HG(HG--U95A) U95A) послепосле
гибридизациигибридизации сс мРНКмРНК изиз
культуркультур клетокклеток печенипечени
(Bolstad et al. 2003)(Bolstad et al. 2003);;

•• ««M vs. AM vs. A»» графикиграфики, , гдегде M and M and 
AA -- РМРМ--значениязначения длядля каждойкаждой
парыпары пробпроб;;

•• 10 10 попарныхпопарных графиковграфиков длядля РМРМ--
значенийзначений;;

Affymetrix. Affymetrix. ГрафикиГрафики распределенияраспределения данныхданных



ПрименениеПрименение биочиповбиочипов ((микроматрицмикроматриц)) длядля
исследованияисследования транскриптоматранскриптома

Разновидность фотолитографического способа приготовления
олигонуклеотидных биочипов - NimbleGen’s Maskless Array Synthesizer (MAS)

Photolithography.

NimbleGen’s Maskless Array
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In situIn situ синтезсинтез
6060--мерныхмерных олигонуклеотидоволигонуклеотидов
ДвухцветнаяДвухцветная гибридизациягибридизация

ОлигонуклеотидныеОлигонуклеотидные биочипыбиочипы AgilentAgilent
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ОсобенностьОсобенность –– иммобилизацияиммобилизация
3030--мерныхмерных олигонуклеотидоволигонуклеотидов вв
объемеобъеме, , вв микрокапляхмикрокаплях гелягеля ((33--
D gel matrix)D gel matrix)

ОлигонуклеотидныеОлигонуклеотидные биочипыбиочипы Amersham CodeLink Gene Amersham CodeLink Gene 
Expression Bioarray SystemExpression Bioarray System
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Amersham membrane (filter) arrayAmersham membrane (filter) array
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SuperArray membrane (filter) arraySuperArray membrane (filter) array



Приготовление
биочипов

Приготовление
образца

Гибридизация

Сканирование
и оцифровка
сигналов

Компьютерный
анализ

СХЕМА ИСПОЛЬЗОВАНИЯ кДНК-БИОЧИПОВ
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Каждый пул кДНК, приготовленный из
двух разных образцов, делится на две
равные части молекул, в которые
вводятся меченые флуоресцентными
группировками нуклеотиды (прямое
или непрямое включение).
Обычно это зеленый Cyanine3 (Cy3) и
красный Cyanine5 (Cy5).
Оба меченых образца объединяются
для совместной конкурентной
гибридизации.  

ПРИГОТОВЛЕНИЕ МЕЧЕННОГО ОБРАЗЦА И
ГИБРИДИЗАЦИЯ ДЛЯ кДНК-БИОЧИПОВ
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Как правило, результаты двухцветной гибридизации представлены в
виде .GPR-файла. 

Это файл содержит результатов квантификации по обоим каналам
(на дли волн 635 нм и 543 нм) и вычисления статистических
параметров, осуществленной программным обеспечением сканеров.

.GPR-файл содержит также общую информацию о методе
получения изображения и его анализа, о настройках сканера, а
также данные, полученные для каждого индивидуального элемента.

ТИПЫФАЙЛОВ С РЕЗУЛЬТАТАМИ СКАНИРОВАНИЯ
кДНК-БИОЧИПОВ
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При описании ДНК-чипов наиболее часто используют термины:
– «проба» или «зонд» (probe), фрагмент ДНК, иммобилизированный на

подложке, 
– «мишень» (target) или «образец» (sample), фрагменты ДНК(кДНК) из

биологического материала

Типичный кДНК-биочип состоит из 40000 кДНК-проб длиной 600-2400 н.п.       

кДНК-биочипы

олигонуклеотидные биочипы

Олигонуклеотидные биочипы высокой плотности (high-density oligonucleotide 
arrays) могут содержать до 500,000 пар проб на одном стекле. Одному гену
могут соответствовать 11-20 пар проб. 

ХАРАКТЕРНЫЕ ТЕРМИНЫИ ПАРАМЕТРЫ
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СКАНИРОВАНИЕ И СРАВНЕНИЕ КАЧЕСТВА
РЕЗУЛЬТАТОВ ГИБРИДИЗАЦИИ
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СКАНИРОВАНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ ГИБРИДИЗАЦИИ И
ПОЛУЧЕНИЕ ИЗОБРАЖЕНИЙ
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ИзображениеИзображение нормальнойнормальной биочипбиочип--
гибридизациигибридизации

ВидныВидны дефектыдефекты отмывкиотмывки

ВидноВидно, , чточто образецобразец РНКРНК
деградировандеградирован



А. напечатанный кДНК-биочип
В. Agilent-биочип 60-меры
С. Amersham 3-D 30-меры
D. Affymetrix-биочип высокой плотности

СРАВНЕНИЕ РАЗНЫХ БИОЧИПОВ
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- определения центра пробы ( регистрации)
- выделение пикселей картины, относящихся к
пробе и не-пробе (сегментация)

- определение значений интенсивности сигнала от
пробы (как суммированной величины значений для
пикселей каждого сегмента пробы) и определение
значений фона (как суммированной величины
значений для пикселей каждого сегмента не-пробы) 
(квантификация)

Исходные данные, получаемые после сканирования по каждому
каналу,  - это изображения определенного района поверхности
стекла в черно-белой шкале.  Обычно это 16-битные TIFF (Tagged 
Information File Format) изображения. 

Они преобразовываются в цифровые данные интенсивности
сигнала гибридизации после:

ОБРАБОТКА ИЗОБРАЖЕНИЙ
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Исходные данные Матрицы
измерений

Матрицы данных по
экспресси генов

ПРЕОБРАЗОВАНИЕ ДАННЫХ, ПОЛУЧЕННЫХ
МЕТОДОМ ДНК-БИОЧИПОВ
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• Количество образца
• Эффективность:

- выделения РНК
- обратной транскрипции
- введения метки
- детекции сигнала

• Успешность ПЦР/Качество ДНК
• Эффективность раскапывания/печати:

- размер пятен
- морфология пятен

• Кросс-гибридизация
• Неспецифическая гибридизация

СИСТЕМАТИЧЕСКИЕ ОШИБКИ СТОХАСТИЧЕСКИЕ ОШИБКИ

Сходный эффект на многие измерения
Коррекция на основе анализа данных

Случайны и не учитываемы, «шум», фон

КАЛИБРОВКА МОДЕЛИРОВАНИЕ ОШИБКИ

ИСТОЧНИКИ РАЗБРОСА ХАРАКТЕРИСТИК
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АНАЛИЗАНАЛИЗ ЭКСПРЕССИИЭКСПРЕССИИ ГЕНОВГЕНОВ

АНАЛИЗАНАЛИЗ ПОЛИМОРФИЗМАПОЛИМОРФИЗМА

СРАВНИТЕЛЬНЫЙСРАВНИТЕЛЬНЫЙ АНАЛИЗАНАЛИЗ ГЕНОМОВГЕНОМОВ

ПРИМЕНЕНИЕПРИМЕНЕНИЕ ДНКДНК--БИОЧИПОВБИОЧИПОВ ВВ БИОЛОГИИБИОЛОГИИ
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К настоящему времени предложено большое количество методов выявления SNP, 
которые можно разбить на категории в зависимости от принципа биохимической
реакции, метода детекции или формата анализа (Syvanen, 2001). Биохимическими
механизмами, положенными в основу различения аллелей, могут быть: 
- гибридизация с аллель-специфическими олигонуклеотидами, 
- эндонуклеазное расщепление, 
- удлинение праймера, 
- присоединение к праймеру только одного нуклеотида (минисеквенирование),
- лигирование двух олигонуклеотидов, инвазивное расщепление и др.

Мутационный анализ и ресеквенирование с помощью
олигонуклеотидных биочипов.

АНАЛИЗАНАЛИЗ ПОЛИМОРФИЗМАПОЛИМОРФИЗМА ВВ ГЕНОМНОЙГЕНОМНОЙ ДНКДНК
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Миллионы нуклеотидных позиций, 
вариабельных у разных особей, могут
быть скринированы с помощью
специально разработанных биочипов. 
SNP-биочипы используются для
исследования (1) сцепления между
маркерами, (2) неравновесия по
сцеплению (linkage disequilibria), (3) 
потери гетерозиготности (loss of 
heterozigosity). 

Три экспериментальные стратегии
для анализа последовательностей
ДНК с помощью биочипов.

Мутационный анализ и ресеквенирование с помощью
олигонуклеотидных биочипов.

АНАЛИЗАНАЛИЗ ПОЛИМОРФИЗМАПОЛИМОРФИЗМА ВВ ГЕНОМНОЙГЕНОМНОЙ ДНКДНК -- ТРИТРИ СТРАТЕГИИСТРАТЕГИИ
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Мутационный анализ с помощью олигонуклеотидных биочипов.

АНАЛИЗАНАЛИЗ ПОЛИМОРФИЗМАПОЛИМОРФИЗМА ВВ ГЕНОМНОЙГЕНОМНОЙ ДНКДНК -- ДВУХЦВЕТНЫЙДВУХЦВЕТНЫЙ
МЕТОДМЕТОД –– ПОТЕРЯПОТЕРЯ СИГНАЛАСИГНАЛА
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Ji et al., Microarray-based method for genotyping of functional single nucleotide polymorphisms using dual-color
fluorescence hybridization.  Mutat Res. 2004
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ИспользованиеИспользование перекрывающихсяперекрывающихся
олигонуклеотидоволигонуклеотидов вв качествекачестве пробпроб

СЕКВЕНИРОВАНИЕСЕКВЕНИРОВАНИЕ СС ПОМОЩЬЮПОМОЩЬЮ ОЛИГОНУКЛЕОТИДНЫХОЛИГОНУКЛЕОТИДНЫХ
БИОЧИПОВБИОЧИПОВ
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ГибридизацияГибридизация вспомогательныхвспомогательных
меченыхмеченых олигонуклеотидоволигонуклеотидов
встыквстык сс пробойпробой

сс последующимпоследующим лигированиемлигированием

СЕКВЕНИРОВАНИЕСЕКВЕНИРОВАНИЕ СС ПОМОЩЬЮПОМОЩЬЮ ОЛИГОНУКЛЕОТИДНЫХОЛИГОНУКЛЕОТИДНЫХ
БИОЧИПОВБИОЧИПОВ
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ГибридизацияГибридизация состыкованныхсостыкованных
олигонуклеотидоволигонуклеотидов. . 

СЕКВЕНИРОВАНИЕСЕКВЕНИРОВАНИЕ СС ПОМОЩЬЮПОМОЩЬЮ MAGIChipMAGIChip™™
ТЕХНОЛОГИИТЕХНОЛОГИИ



АНАЛИЗАНАЛИЗ ЭКСПРЕССИИЭКСПРЕССИИ ГЕНОВГЕНОВ

АНАЛИЗАНАЛИЗ ПОЛИМОРФИЗМАПОЛИМОРФИЗМА

СРАВНИТЕЛЬНЫЙСРАВНИТЕЛЬНЫЙ АНАЛИЗАНАЛИЗ ГЕНОМОВГЕНОМОВ

ПРИМЕНЕНИЕПРИМЕНЕНИЕ ДНКДНК--БИОЧИПОВБИОЧИПОВ ВВ БИОЛОГИИБИОЛОГИИ
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Исследование распределения связанных транскрипционных факторов

Pollack J.R., Iyer V.R.,  Characterizing the physical genome.
Nature Genetics. 2002 32:515.

Картирование химических модификаций в хроматине и ДНК

Исследование процессов репликации и репарации

Выявление различий в числе копий ДНК-фрагментов

Сравнительно-эволюционный анализ генов

СРАВНИТЕЛЬНЫЙСРАВНИТЕЛЬНЫЙ АНАЛИЗАНАЛИЗ ГЕНОМАГЕНОМА СС ПОМОЩЬЮПОМОЩЬЮ ДНКДНК--
БИОЧИПОВБИОЧИПОВ
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Исследование механизмов эволюции генов, вовлеченных в развитие
болезней человека

СРАВНИТЕЛЬНОСРАВНИТЕЛЬНО--ЭВОЛЮЦИОННЫЙЭВОЛЮЦИОННЫЙ АНАЛИЗАНАЛИЗ ГЕНОВГЕНОВ
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кДНК-биочип с 349 хорошо охарактеризованными генами человека. Каждая
проба нанесена 20 раз для обеспечения высокой достоверности
квантификации сигналов.

Adjaye J, Herwig R, Herrmann D, et al.   Cross-species hybridisation of human and bovine orthologous genes on high density 
cDNA microarrays. BMC Genomics. 2004 Oct 28;5(1):83.

СРАВНИТЕЛЬНОСРАВНИТЕЛЬНО--ЭВОЛЮЦИОННЫЙЭВОЛЮЦИОННЫЙ АНАЛИЗАНАЛИЗ ГЕНОВГЕНОВ
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Экспериментальная проверка с помощью ОТ-ПЦР

Adjaye J, Herwig R, Herrmann D, et al.   Cross-species hybridisation of human and bovine orthologous genes on high density 
cDNA microarrays. BMC Genomics. 2004 Oct 28;5(1):83.

СРАВНИТЕЛЬНОСРАВНИТЕЛЬНО--ЭВОЛЮЦИОННЫЙЭВОЛЮЦИОННЫЙ АНАЛИЗАНАЛИЗ ГЕНОВГЕНОВ
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Pollack J.R., Iyer V.R.,  Characterizing the physical genome.
Nature Genetics. 2002 32:515.

Стратегия картирования ДНК-
белок связывания в масштабах

генома.

КАРТИРОВАНИЕКАРТИРОВАНИЕ СВЯЗАННЫХСВЯЗАННЫХ ТРАНСКРИПЦИОННЫХТРАНСКРИПЦИОННЫХ ФАКТОРОВФАКТОРОВ
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Pollack J.R., Iyer V.R.,  Characterizing the physical genome.
Nature Genetics. 2002 32:515.

Дифференциальная чувствительная
к метилированию гибридизация.

КАРТИРОВАНИЕКАРТИРОВАНИЕ ХИМИЧЕСКИХХИМИЧЕСКИХ МОДИФИКАЦИЙМОДИФИКАЦИЙ ВВ ХРОМАТИНЕХРОМАТИНЕ ИИ ДНКДНК
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Исследование связи между экспрессией генов и эпигенетическим
состоянием геномных районов вокруг генов.                   

Метилирование ДНК – один из
эпигенетических механизмов.
Основной мишенью для метилирования в
геноме млекопитающих является цитозин. 
Чаще всего метилирование происходит в
контексте динуклеотидов CpG, хотя CpNG, 
CС(a/t)GG, CpA и CpT также могут быть
метилированы.
«CpG-островки» охватывают промоторы и
первые экзоны генов. 

Метилированое состояние «CpG-островков» часто ведет к подавлению
экспрессии генов.
Распределение метилированных сайтов ДНК в нормальных и
трансформированных клетках значительно различается – в опухолевых
клетках наблюдается гипометилирование одних и гиперметилирование
других.

КАРТИРОВАНИЕКАРТИРОВАНИЕ МЕТИЛИРОВАННЫХМЕТИЛИРОВАННЫХ СрСрGG--ОСТРОВКОВОСТРОВКОВ
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Исследование связи между экспрессией генов и
эпигенетическим состоянием генома.                   

Образцы из фрагментов геномной ДНК обрабатываются бисульфитом натрия, 
превращающего неметилированные цитозины в урацилы, затем метятся в
процессе амплификации и гибридизуются с олигонуклеотидными биочипами. 
Для каждого потенциального сайта метилирования разрабатывается пара
олигонуклеотидов.

КАРТИРОВАНИЕКАРТИРОВАНИЕ МЕТИЛИРОВАННЫХМЕТИЛИРОВАННЫХ СрСрGG--ОСТРОВКОВОСТРОВКОВ
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Исследование связи между экспрессией генов и временем
репликации соответствующих районов генома.                   

Schübeler D., et al.,  Genome-wide DNA replication profile for Drosophila melanogaster: a link between transcription and 
replication timing. Nature Genet. 2002 32:438-442. 

-Профиль клеточного цикла, выявляемый после
импульсного введения в клетки BrdU, 
окрашивания клеток пропидиум иодидом (ДНК-
специфическим красителем)
- Сортировка клеток по содержанию ДНК с
применением FACS (fluorescence-activated cell 
sorting).
- Иммунопреципитация новосинтезированной
ДНК антителами против BrdU, амплификация и
введение флуоресцентной метки.
- Гибридизация с кДНК-биочипом, содержащим

6500 генов. Три биологические реплики.

ИССЛЕДОВАНИЕ ДИНАМИКИ РЕПЛИКАЦИЯ
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Исследование связи между экспрессией генов и временем
репликации генома.                   

Schübeler D., et al.,  Genome-wide DNA replication profile for Drosophila melanogaster: a link between transcription and 
replication timing. Nature Genet. 2002 32:438-442. 

Репликационный профиль
для 6500 генов
секвенированной части
генома D. melanogaster.

Корреляция между
транскрипционной активностью
гена и временем его
репликации.

ИССЛЕДОВАНИЕ ДИНАМИКИ РЕПЛИКАЦИИ
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Pollack J.R., Iyer V.R.,  Characterizing the physical genome.
Nature Genetics. 2002 32:515.

Сравнительная геномная
гибридизация.

ВЫЯВЛЕНИЕВЫЯВЛЕНИЕ РАЗЛИЧИЙРАЗЛИЧИЙ ВВ ЧИСЛЕЧИСЛЕ КОПИЙКОПИЙ ДНКДНК--ФРАГМЕНТОВФРАГМЕНТОВ

ИсследованиеИсследование качественныхкачественных ии количественныхколичественных характеристикхарактеристик
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Изменения в числе копий генов – одна из причин изменений экспресии генов.

Pinkel D., Albertson D.G. Comparative Genomic Hybridization. Annu. Rev. Genomics Hum. Genet. 2005  

СРАВНИТЕЛЬНАЯСРАВНИТЕЛЬНАЯ ГЕНОМНАЯГЕНОМНАЯ ГИБРИДИЗАЦИЯГИБРИДИЗАЦИЯ нана биочипахбиочипах ((array CGH)array CGH)

ИсследованиеИсследование качественныхкачественных ии количественныхколичественных характеристикхарактеристик
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На интенсивность сигнала в элементе биочипа может влиять множество
факторов

Pinkel D., Albertson D.G. Comparative Genomic Hybridization. Annu. Rev. Genomics Hum. Genet. 2005  

- нуклеотидный состав
- присутствие повторенных последовательностей
- количество ДНК в пробе и т.д.

Таким образом, значения интенсивностей могут различаться в 30 раз, 
даже если различий в копиях гена нет.

СРАВНИТЕЛЬНАЯСРАВНИТЕЛЬНАЯ ГЕНОМНАЯГЕНОМНАЯ ГИБРИДИЗАЦИЯГИБРИДИЗАЦИЯ нана биочипахбиочипах ((array CGH)array CGH)
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Pinkel D., Albertson D.G. Comparative Genomic Hybridization. Annu. Rev. Genomics Hum. Genet. 2005  
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Связь между измеренным
отношением сигналов и
изменениями в числе копий



Tonon G., Wong K-K., Maulik G. et al.  High resolution profiles of human lung cancer. PNAS, 2005

СРАВНИТЕЛЬНАЯСРАВНИТЕЛЬНАЯ ГЕНОМНАЯГЕНОМНАЯ ГИБРИДИЗАЦИЯГИБРИДИЗАЦИЯ нана биочипахбиочипах ((array CGH)array CGH)

ИсследованиеИсследование качественныхкачественных ии количественныхколичественных характеристикхарактеристик
транскриптоматранскриптома: : ДНКДНК--биочипбиочипыы

ИсследованиеИсследование функциональныхфункциональных характеристикхарактеристик геномагенома



Tonon G., Wong K-K., Maulik G. et al.  High resolution profiles of human lung cancer. PNAS, 2005

Геномный профиль в
образцах первичных
легочных
аденокарцином (АС), 
карцином легких
(squamous) и
клеточных линий из
рака легких.

СРАВНИТЕЛЬНАЯСРАВНИТЕЛЬНАЯ ГЕНОМНАЯГЕНОМНАЯ ГИБРИДИЗАЦИЯГИБРИДИЗАЦИЯ нана биочипахбиочипах ((array CGH)array CGH)
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Tonon G., Wong K-K., Maulik G. et al.  High resolution profiles of human lung cancer. PNAS, 2005

Район 3q (от 180 до 199 Мб) 
демонстрирует значительное
различие между линиями АС и
SCC как методом aCGH, так и
профилированием экспрессии
генов.

СРАВНИТЕЛЬНАЯСРАВНИТЕЛЬНАЯ ГЕНОМНАЯГЕНОМНАЯ ГИБРИДИЗАЦИЯГИБРИДИЗАЦИЯ нана биочипахбиочипах ((array CGH)array CGH)
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АНАЛИЗАНАЛИЗ ЭКСПРЕССИИЭКСПРЕССИИ ГЕНОВГЕНОВ

АНАЛИЗАНАЛИЗ ПОЛИМОРФИЗМАПОЛИМОРФИЗМА

СРАВНИТЕЛЬНЫЙСРАВНИТЕЛЬНЫЙ АНАЛИЗАНАЛИЗ ГЕНОМОВГЕНОМОВ

ПРИМЕНЕНИЕПРИМЕНЕНИЕ ДНКДНК--БИОЧИПОВБИОЧИПОВ ВВ БИОЛОГИИБИОЛОГИИ
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Экспериментальная аннотация человеческого генома - оценка компьютерных
предсказаний наличия генов и определение полноразмерных транскриптов с

помощью выявления одновременной экспрессии их экзонов.                   

Shoemaker DD, et al., Experimental annotation of the human genome using microarray technology. Nature. 2001 409:922-7. 

Метод применен для анализа экспрессии генов из 22 хромосомы (8,183 экзонов) в 69 
парах экспериментальных условий: 572 группы корегулируемых экзонов или 572

проверенных по
экспрессии гена

(expression-verified 
genes - EVGs).

210 (85%) из 247 
известных генов и
185 (57%) из 325 
предсказанных

генов.
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Shoemaker DD, et al., Experimental annotation of the human genome using microarray technology. Nature. 2001 409:922-7. 

Псевдоцветное
изображение

взвешенного по
ошибкам log10

отношения (кр/зел) 
экспрессии каждого
из ~8000 экзонов.
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Shoemaker DD, et al., Experimental annotation of the human genome using microarray technology. Nature. 2001 409:922-7. 

Перекрывающиеся ряды
проб, соответствующих
обеим цепям отдельных

геномных районов
хромосомы 22.
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Shoemaker DD, et al., Experimental annotation of the human genome using microarray technology. Nature. 2001 409:922-7. 

Сканирование экзонов в масштабах всего генома: 1 090 408 проб, 110 
000 обратно-комплементарных проб, 50 биочипов, два
экспериментальных условия (РНК из двух клеточных линий). 
Красные полосы – доля экспериментально (для этих условий) 
проверенных экзонов
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- MicroArray Gene Expression Markup Language (MAGE-ML) - создан для
создания общего формата, чтобы достичь сравнимости результатов

- Minimum Information About a Microarray Experiment (MIAME) - создан для
определения типа информации и степени подробности, c которой
исследователь обязан ее представить;

- MGED Society Ontology Working Group (http://www.mged.org/ontology) -
создана для формирования набора контролируемых словарей и онтологий, 
необходимых для описания биологических образцов и экспер. процедур.

СООБЩЕСТВО MGED
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6 7

Минимальная информация об
опубликованном эксперименте, 
основанном на ДНК-биочип-
методе, включает шесть типов

описаний:

MINIMUM INFORMATION ABOUT A MICROARRAY EXPERIMENT
(MIAME)

ИсследованиеИсследование качественныхкачественных ии количественныхколичественных характеристикхарактеристик
транскриптоматранскриптома: : ДНКДНК--биочипбиочипыы

ИсследованиеИсследование функциональныхфункциональных характеристикхарактеристик геномагенома

1. План эксперимента - набор отдельных гибридизационных
экспериментов

2. План биочипа – содержание пятен/ячеек, компоновка по рядам и т.д.
3. Образцы – источник, приготовление экстрактов, способ мечения
4. Гибридизация – процедура и параметры
5. Измерение – характеристики изображений и сканнеров
6. Нормировка – способ, коэффициенты и т.д.



НормальныеНормальные
тканиткани

БИОЧИПЫБИОЧИПЫ
дифференциальнаядифференциальная
экспрессияэкспрессия геновгенов

ВХОДВХОД ВЫХОДВЫХОД

ПораженныеПораженные
болезньюболезнью тканиткани

СоединенияСоединения

ПрогнозПрогноз

ДиагнозДиагноз

ПатологияПатология

МишеньМишень длядля лекарствалекарства

ЭффективностьЭффективность лекарствалекарства

ТоксикологияТоксикология

ПРИМЕНЕНИЕПРИМЕНЕНИЕ ДНКДНК--БИОЧИПОВБИОЧИПОВ ВВ МЕДИЦИНЕМЕДИЦИНЕ
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Спасибо за внимание
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