MICROARRAY TEKNOLOJISI

Bilgisayar teknolojisinin molekuler biyolojiye paralel olarak hizla gelismesi , ikKi
disiplini birbirine yaklastirmistir. Boylece ,biyoteknolojinin kavramsal olarak ulasabilecegi son
noktalardan biri olan gen ¢ip (microarray) ortaya ¢ikmistir. Microarray tekniginin ilk girisimleri
Shalon ve Schena tarafindan gergeklestirilmistir.

Molekuler biyolojideki geleneksel metotlarda genellikle “bir deneyde bir gen” ilkesi
gecerlidir. Bu demektir ki gen fonksiyonlarinin “batin resmini” gérmek geleneksel yontemlerle
zordur. Gen ¢ip teknolojisinin buyuk bir ilgi ile kargilanmasinin sebebi , butin genomun basit
bir ¢ip Uzerinde goérintlilenmesini vaat etmesi ve bu sayede bilim adamlarinin ayni anda
binlerce genin birbirleriyle olan etkilesimlerini gormesine olanak tanimasidir.

DNA microarray’i cam, plastik veya silikon ¢ip gibi kati bir ylzeye tutturularak sirali bir
sekilde (array) olusturulmus mikroskobik DNA spotlaridir. Bir microarray’de bu spotlardan
onbinlerce bulunabilir. Ylzeye tutturulan bu DNA parcgalari (genellikle 20-100 nukleotid
uzunlugunda ) prob olarak tanimlanmigtir. Microarray teknolojisi , DNA’nin bir substrata
baglanip bilinen bir gen ya da fragment ile prob hazirlanmasi seklinde tanimlanabilecek
“Southern Blotting” tekniginden turetilmistir. Bu yeni teknikte membran yerine camin
kullanilmasi , radyoaktivitenin yerini fluoresan igaretlerin almasi ve baglanmayi saglayacak
yontemlerin hassaslagsmasiyla c¢alismalarin verimi ve elde edilen bilgilerin miktari artmistir.

Microarray’ler nasil Uretilir ve nasil ¢aligir?

Microarray’lerin uretiminde cesitli yontemler kullanilabilir: cam lamlar Uzerine ince
uclu ignelerle baski, énceden hazirlanmis maskelerle fotolitografi , dinamik mikroayna
cihazlaryla fotolitografi , ink-jet baski , mikroelektrod array’lerinde elektrokimya gibi...

Temel olarak c¢iplerin hazirlanmasi iki sekilde yapilabilir:

e Cip uzerinde oligontukleotid sentezi (On-chip oligonucleotide synthesis):
DNA ya da gen parcalar direkt olarak cam maddenin Uzerinde sentez edilir. Genellikle
fotolitografi yontemi kullanilir. (Bknz. Sekil1 ve 2)

e DNA'nin direkt olarak yluzeye birakiimasi (Direct DNA deposition):
Bu teknikte genomik DNA’nin pargalan fiziksel olarak cam vylzeydeki yerlerine
birakilir.Yéntem Stanford Universitesi'nden Pat Brown’'un laboratuvarinda tasarlanmistir.
(Bknz. Sekil 3)

Microarray’ler gesitli firmalarca ticari amagla Uretiimektedir. Bununla birlikte, basta
Stanford Universitesi olmak (izere , birgok Universite laboratuvari kendi gipini hazirlamaktadir.
(Microarray Uretimi ile ilgili teknik ayrintilara Stanford Universitesi Molekuler ve Genetik Tip
Merkezi’'nin internet sitesinden ulagilabilir: http://cmgm.stanford.edu/pbrown/mguide/)
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Sekil 1. Fotolitografi ydonteminde , probun ylzeyini normal sartlar altinda 1s1§1 gegirmeyen bir
madde (maske) kaplar. Hibridizasyondan sonra UV 1s1g1 altinda hibridize olan bdlgeler bu
maddeyi delerek kendilerini belli ederler , hibridize olmayan bdlgeler ise karanlikta kalir.

Sekil 2. Fotolitografi yontemiyle ¢ip Uzerinde oligonukleotid sentezi.
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Gene dzgii primerlerle PCR amplifikasyonu

w

PCR iiriniiniin polizin kaph cam
slayt izerine yerlegtirilmesi

DHAMn kurutulmas) UV crosslink ile
sahitlenmesi ve denatiirasyonla tek
zincirli hale getirilmesi

Sekil 3. Stanford ciplerinin DNA fragmentleri; genlerin PCR amplifikasyonuyla elde edilip,
cam film Uzerine robotic spotting yontemiyle kusursuz bir sekilde yerlestiriimesiyle elde edilir.
PCR drtnleri cam film Gzerine yaklasik 2 cm2 bir alana noktaciklar halinde yerlestirilir. Her bir
PCR drununun yerlestirildigi bolge ve icerdigi DNA dizisi kesin olarak bellidir. Daha sonra
slayt Uzerindeki DNA’ lar kurutulur (100° C de 2 sn ), sabitlenir (UV cross-linking), ve
denature edilerek tek zincirli hale getirilir (95° C de 2 dk ). Hazirlanan gipler, isaretlenmis
cDNA fragmentleriyle baglanmak tzere kullanilirlar.

Gen array deneyleri tipik olarak farkli doku ya da kosullardaki ya da bir uygulamadan
sonraki gen ekspresyon dizeyini tayin etme amaciyla kullanilir. Bu amagla 6ncelikle galisilan
konuya gore farkh dokular, kosullar ya da zamanlar baz alinarak RNA izolasyonu yapilir. Bu
RNA ornekleri seyraltilerek her bir 6rnegin esit yogunlukta olmasi saglanir.

Kural olarak, asil RNA populasyonundaki her mRNA molekulu igin bu molecule
komplementer olan tek iplikli isaretlenmis bir cDNA hazirlanir. Belli bir mMRNA’nin yogunlugu
arttikca cDNA miktari da artar.

Problar , genellikle, isaretli nukleotidlerin variginda mRNA'nin tek iplikli cDNA’ya
reverse transkripsiypnu ile Uretilir. Bu nedenle, isaretli prob, aslinda mRNA populasyonunu
temsil eden bir cDNA molekulleri populasyonudur. Tek iplikli bir prob olusturmak igcin RNA,
mRNA’'daki polyA ucuna komplementer olan oligo dT primerleri, reverse transkriptaz ve
isaretlenmis nukleotidler igeren bir reaksiyon karisimina konur. Genellikle isaretlenmis
nukleotidler Cy3 (yesil) ve Cy5 (kirmizi) gibi fluoresan isaretlerle ya da kimyasal
luminescent saptama ile saptanabilen digoksijenin (DIG) ile etiketlenmistir. Ele alinan bir
klondaki hibridizasyon miktari , ilgili gen i¢in bulunan mRNA miktarina karsilik gelir.



Gen array’i deneyleri bazen “revers northerns” olarak da adlandirilir.  Northern
blot‘da , RNA bir filtre Gzerine bir prob yardimiyla blot edilir ve burada amag belli bir mRNA
turinU ayri bir bant ya da spot olarak tespit etmektir. Gen array hibridizasyonunda ise
cDNA’lar bir filtre ya da lam Uzerine spotlanir ve bir mRNA populasyonundan elde edilen bir
prob yardimiyla hibridize edlir. Bu tip ¢galismalar icin cDNA’lar genellikle bir EST ¢alismasi ile
elde edilir.

Array’lerde yaklasik 500.000 kadar spot bulunabilmektedir. Her gegen gun calisilan
konulara 6zgu array formatlari dizayn edilmektedir.

Her bir probun isaret ile inkorporasyonu oélgullr ve hepsinin yogunlugunu esitlemek
icin seyreltilirler. Genellikle, denenecek her bir prob igin birer kopya filtre ya da microarray
hazirlanir. Problar her array ile ayri ayri hibridize edilir.

Filtre array’ler prob ile inkube edilir ve Southern ya da northern blotting’deki gibi
yikanir. Cam microarray’ler icin hibridizasyon bir coverslip altinda yapilir ve lamlar yikama
solusyonuna batirilarak yikanir. Ticari array’ler hibridizasyon, yikama ve tespitin yapiimis
oldugu kasetler igerisinde satilir.

Hibridize edilmig prob DIG igsaretleme igin kimyasl luminesens , microarray’ler i¢cin de
dogrudan UV fluoresans ile tespit edilir. Her spotun sira yogunlugu bir CCD kamera ile
Olculur ve veri bir TIF goruntusu olarak elde edilir.

Microarray tipleri

1. Oligonukleotid microarray’leri

Oligonukleotid microarray’lerinde  problar sekansi bilinen ya da tahmin edilen
mRNA’lara uygun olacak sekilde dizayn edilir. Bu tip dizaynlarin bazilarina ticari olarak
erismek mumkundur (Affymetrix, GE Healthcare gibi firmalar araciligiyla) (Bknz. Sekil 4) . Bu
microarray’ler gen ifadesinin kesin degeri ile ilgili tahminler verir; o nedenle, iki durumun
karsilagtinimasinda iki ayri microarray kullanmak gerekir.

Array’deki her bir geni temsil etmek Uzere genellikle 25-70 nikleotid uzunlugunda
oligonukleotidler kullanilir. Daha kuguk boyutlarda prob baglama etkinligi daha dusuk
olmaktadir. Bununla birlikte, kiglk oligonlkleotidlerin 6zgulligu daha fazladir. 70
nukleotidden daha uzun olanlarda ise sinyalde ¢ok kuguk bir artis olmaktadir.
Oligonukleotidler her seferinde yeniden sentezlendigi icin cDNAZ2larda oldugu gibi bagka
sekanslardan kontaminasyon s6z konusu degildir.
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Sekil 4.




2. Spotlu microarray’ler

Spotlu microarray’lerde problar oligonukleotid . cDNA veya mRNA'lara kargilik gelen
PCR Urdnlerinin - klguk parcgalari olabilir. Bu tip array’lerde genellikle iki farkli boya ile
isaretlenmis, karsilastirilacak iki 6rnekten (6rnegin hasta ve kontrol) gelen cDNA ile hibridize
edilmistir. Ornekler kanistiriip tek bir microarray’e hibridize edilebilir; lazer ile taranmasi
sonucunda up-regulated ve down-regulated genler bir seferde gorulebilir (Bknz. $ekil 5).
Dezavantaji gen ifadesi dizeyinin kesin olarak gdzlenememesidir ; ama bu yontemle deneyin
maliyeti azalir.
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Sekil 5. Spotlu microarray

Tipik bir microarray calismasina 6érnek olarak Stanford Universitesinden P.Brown’un
calismasi gosterilebilir: Bu c¢alismada cDNA problari galaktozlu ve glukozlu ortamlarda
yetistirilen maya hucrelerinden elde edilmistir. Farkl problardan gelen sinyalleri birbirinden
ayirmak icin farkli fluoresans 6zellikteki etiketlerle (Cy3 ve Cy5) isaretlenmislerdir. Array biri
Cy3 digeri Cy5 olmak uzere iki kez lazerle taranmis; bodylece iki boyanin oraninin ve
dolayisiyla iki farkli yetisme ortamindaki transcript oraninin saptanabilecedi iki par¢cadan
olusan bir goruntu elde edilmigtir. Pseudocolor goruntulerinde, array’de galaktoz varliginda
daha guclu ifade edilen genleri temsil eden spotlar yesil, glukoz varlhiginda daha guglu sekilde
ifade edilen genleri temsil eden spotlar ise kirmizi , her iki kosulda da ifade edilen genler ise
sari renk ile gosterilmistir (Bknz. Sekil6).
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Sekil 6.

3. Genotip microarray’leri

DNA microarray’leri ayni zamanda belli bir pozisyondaki bir genom dizisini okumada

da kullanilabilir.
SNP microarray’ler bireylerde ve populasyonlarda genetik varyasyonu belirlemek igi¢n
kullanilan 6zel bir ¢esit DNA microarray tipidir. Genetik gesitlilikten ve genetik hastaliklara
yatkinliktan sorumlu oldugu dustnulen tek nukleotid polimorfizmlerini ( single nucleotide
polymorphisms —SNP) belirlemede kisa nukleotid array’leri kullanilabilmektedir. Genel olarak
genotip belirleme olarak adlandirilan bu tip microarray uygulamalari adli tip ¢alismalarinda,
hastaliklara genetic yatkinhigin hizli bir sekilde bulunmasi galismalarinda ya da DNA temelli
ila¢ adaylarinin tanimlanmasinda kullanilabilmektedir (Bknz. Sekil 7).

SNP microarray’leri ayrica kansere neden olan somatic mutasyonlarin , 6zellikle de
heterozigosite kaybinin ya da DNA bolgelerinin artan ya da kaybedilen (delesyon)
profillerinin belirlenmesinde de kullaniimaktadir.

Yeniden sekaslama array’l bireylerdeki genom kisimlarinin dizisini ¢ikarmak igin
gelistirilmis bir baska array ¢esididir. Bu array teknigi bireylerdeki germline mutasyonlari veya
kanserdeki somatic mutasyonlari belirlemede kullanilabilmektedir.

Sekil 7.
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Microarray’lerin kullanim alanlari

Gen ifade profillerinin ¢ikariimasi

Polimorfizm analizleri

Mutasyon analizleri

DNA dizi analizi

Erimsel galigmalar

Potansiyel terapotik ajanlarin bulunmasi, gelistiriimesi, optimizasyonu ve Kklinik
degerlendirmesi

2N

Microarray tekniginin en gbze carpan kullanim alani gen ifadesindeki farkhliklarin
Olgulmesidir. Genomik DNA’dan transkripsiyona ugrayan genlerin tamamina transkriptom
veya gen ekspresyon profili adi  verilmektedir. Bir hicrenin fenotipi ve fonksiyonu
transkriptomu tarafindan belirlenir. Genom hlcreden hucreye sabit olmasina kargin gen
ekspresyon profili htcrenin i¢cinde bulundugu kosullara gore hizla degisebilen bir yapidadir.
Cesitli kosullarda genlerin ekspresyon duzeylerindeki degisimler takip edilerek bu genlerin
kodladigi proteinlerin fonksiyonlari hakkinda énemli ip uclar elde edilebilir. Mikroarrayler
cesitli fizyolojik veya patolojik sureclerde gen ekspresyon paternlerindeki degisimi izlemek
icin kullaniimaktadir.

DNA mikroarray kanser hucrelerindeki gen ekspresyon farklilagsmasinin karakterize
ediimesinde olduk¢a kapsamli bir sekilde kullanilir. Ornegin, insan akciger epitelyum
hacreleri tarafindan ekspresyonu yapilan yaklagik 5500 gen, akciger kanserli doku genleri
ile karsilastirilabilmektedir. Boylece kanserlesme surecinde rol oynayan gen takimlari
hakkinda bilgi edinmek mumkundir. Kanser tedavisindeki bir diger onemli rold, gen
ekspresyon durumlarina goére kanserlesen hicrelerin siniflandirilabilmesidir. Ornegin;
onceden tespit edilemeyen malignant melanoma hucrelerinin alt tipleri, ekspresyon paternleri
ile belirlenebilmektedir (Bknz. Sekil 8).Bu alt tipleri 6nceden belirleyebilmek diger yontemlerle
mumkun degildir. Benzer bir analiz akciger kanser hucrelerinin gen ekspresyon
kargilastirmasi ile yapiimaktadir.
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Sekil 8.
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Microarray teknolojisinin avantajlari

Gen ifadesi modellerinin genel bir goruntisunu elde etmeyi mumkun kilar.Belli bir
hicre tarinun belirli bir ortam igin gen ifadesi profili belirlenip , bu profil farkh hicre tipleri ve
farkli gevre kosullarindaki gen ifadesi profilleriyle bu yontemle karsilagtirilabilir.

Kisa slUrede ve oldukga pratik olarak birka¢ bin genin analizini yapmak mumkudndar.
Otomasyona dayali bir sistem oldugu igin insan kaynakli hatalarin ortaya ¢ikma ihtimali
oldukca dusuktir.

Microarray teknolojisinin dezavantajlari

Microarray’lerin bilimin hizmetine sunulmasi blyuk bir heyecan yaratmis olmasina
ragmen bazi problemleri de beraberinde getirmistir. Tum deney duzenegi nukleik asit
hibridizasyon yontemine baglidir ve ylksek oranda benzerlik gosteren DNA dizileri problem
yaratabilir. Bu nedenle mikroarray’den elde edilen veriler klasik gen ekspresyon analiz
yontemleriyle dogrulanmalidir.

Ayrica tum microarray deneylerinin ayni hassasiyette olayigi ,ekspresyondaki kuguk
degisikliklerin analizde fark edilemeyecek boyutta olmasi ,birbirinden farkli gipler kullanilarak
yapilan deneylerin Dbirbiriyle karsilastirimasinda yasanan zorluklar, optimizasyon ve
standardizasyon sorunlari ve herhangi bir deneyden elde edilen sonuglari her yonuyle
degerlendirebilecek biyoinformatik programlarin hentz gelistirilememis olmasi karsilasilan
sorunlardan birkagidir. Bu tlr sorunlari ¢ézebilmek icin  Microarray Gene Expression Data
Society gibi bazi yeni kuruluslar olusturulmaktadir. Bunun yani sira microarray ¢alismalariyla
elde edilen sonuclarin gecerliligi, tekrarlanabilirligi ve gunluk hayatta uygulanabilirligi
konusunda galismalar hizla devam etmektedir.
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