
Микрочипы

• Биологические микрочипы представляют собой 
миниатюрные приборы для параллельного анализа 
специфических взаимодействий биологических 
макромолекул.

• Зондами в таких чипах могут служить
олигонуклеотиды, фрагменты геномной ДНК, кДНК, 
РНК, белки, рецепторы, лиганды.

• Общее число ячеек на чипе может составлять 103-
105, а линейные размеры чипа ~1 см.



Матричные микрочипы с иммобилизованной ДНК

В поверхностных матричных биочипах ДНК иммобилизуется на 
поверхности мембран или пластинок из стекла, пластика.

Иммобилизация осуществляется за счет образования ковалентных 
связей с помощью фотореакции при облучении ультрафиолетовым 
излучением.



Гибридизации с ДНК-микрочипами

• Гибридизуемая ДНК в растворе метится с помощью 
флуоресцентной или радиоактивной метки. Для смеси 
молекул ДНК (например, ДНК дикого типа и ДНК с 
мутациями) каждая из компонент метится своим 
флуоресцентным красителем.

• Гибридизация ДНК происходит в результате диффузии 
молекул из раствора к поверхности.

• Поверхностные микрочипы являются одноразовыми.

• Интенсивности флуоресценции из ячеек измеряются с 
помощью сканера.



1. Дифференциальная экспрессия генов
а) в развитии
б) по органам / тканям / клеткам
в) при заболеваниях
г) реакция на экспериментальные условия

2. Детекция мутаций / полиморфизмов

3. Поиск сайтов связывания хроматиновых белков в геноме

4. Другие типы исследований

Применение ДНК-микрочипов



A microarray

Упорядоченный набор фрагментов

Все гены 

Весь геном (tiling array)



Микрочип ‘Drosophila Gene Collections 1+2’

14208 точек

11459 кДНК

~10000 генов



Similarly expressed adjacent genes on the left arm of Drosophila chromosome 2 (2L)

Spellman, Rubin; Evidence for large domains of similarly expressed genes in the
Drosophila genome Journal of Biology 2002, 1:5
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Разные ткани, условия и т.п.





Take two things

Isolate RNA

Label RNAs

Hybridise to microarrays
Scan and quantify
Compare arrays

Сравнение профилей экспрессии генов



Dual Channel Microanays

Take two things

Isolate RNA

Differentially label RNAs

Mix labelled samples

Hybridise to microarray
Scan and quantify

Compare within array



Examining tissue-specific expression

Синтез меченых cDNA
Cy3

Cy5

Флюорохромы

Экспрессируютс
одинаково



Making Microarrays
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~40K elements

Contact printing
on glass/membrane



Grayscale channels are the raw data

Cy5 СуЗ + Су5



Профиль репликации генома
[Schübeler et al., 2002 Nat Genet]
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Профиль репликации хромосомы 2 

Drosophila melanogaster



Методы картирования
ДНК-белковых взаимодействий in vivo

Chromatin Immuno-Precipitation (ChIP)

Dam Identification (DamID)



Принцип метода 
ChIP-on-chip

“Сшивка” хроматина

Очистка/амплификация
ДНК

Мечение образцов

Фрагментирование

Контрольный
образец

Иммуно-
очистка

[van Steensel 2005 Nat Genet]



Картирование модифицированных гистонов
[Schübeler et al., 2004 Genes Dev]
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ChIP

“no AB” контроль input



TSS - transcription starting sequence, CDS - coding sequence

Пример ChiP on chip
типичное распределение гистоновых модификаций в геноме
S. pombe (на примере одного гена)



Wild
type

X-ChlP
Deletio
n

Crosslink proteins
to DNA

Extract and shear
crosslinked DNA

Immunoprecipitate
with specific antibody

Chromatin IP from wild type
and TF deletion with
antibodies against Swi4 and
MBF1.

Microarrays containing all
intergenic regions.

Identify the in vivo location of
TF binding sites.

Reverse crosslinks, 
amplify and label DNA

Hybridize to microarray
containing all intergenic
regions

lyre et al (2001) Nature 409:p533



Binding of su(Hw) in the Adh region

Wing Disc

112 fragments su(Hw) enriched fragments >1.75x. 105 in
Adh region.

Embryo

L3 Brain



Genome-wide Pc analysis

Affymetrix Drosophila Genome Tiling Array

~106Mb euchromatin
25mer PM/MM oligos every 35bp

~6 million oligos



Принцип
метода DamID



● Escherichia coli ДНК-аденин-метилтрансфераза (DNA adenine 
metyltransferase, Dam) метилирует аденин в последовательности 
GATC, которая встречается в среднем каждые 200 - 300 пн в 
геноме

● Функционально активная Dam может быть эспрессирована в 
дрозофиле, что не приводит к каким либо нарушениям в 
развитии и понижению жизнеспособности

● Будучи присоедененной к хроматиновому белку, Dam 
рекрутируется в естественные сайты связывания данного белка, 
что приводит к локальному метилированию ДНК

Идентификация сайтов связывания хроматиновых белков 
посредством ДНК-аденин-метилтрансферазы

Dam Identification (DamID)
[van Steensel et al., 2001 Nat Genet]



Химерный белок Dam-Х рекрутируется в естественные сайты связывания белка Х
GATCGATCGATC

Dam

Х

Dam исследуемый белок Х

Dam метилирует ДНК возле сайтов связывания химерного белка Dam-Х

Gm6ATCGm6ATCGm6ATC

Dam

Х

Экспрессия химерного белка Dam-Х in vivo



Gm6A               TC
CT               m6AG

Gm6A                TC
CT                m6AG

Gm6A             TC
CT             m6AG

Gm6A     TC
C    T m6AG

Gm6A     TC
C    T m6AG

Gm6A     TC
C    T m6AG

DpnI (расщепляет только метилированную
ДНК по последовательности Gm6ATC)

+ T4 ДНК лигаза
+ дц олигонуклеотид-линкер

ПЦР с использованием праймера
гомологичного линкерной последовательности

Амплификация метилированных фрагментов ДНК



Мечение образцов

Очистка/амплификация
метилированных
фрагментов ДНК

Гидролиз
рестриктазой DpnI

Выделение
Геномной ДНК

Экспрессия химерного
Dam белка in vivo

Экспрессия белка
Dam in vivo



Гибридизация с микрочипом

Сайты связывания белка Х

Сайты связывания белка Dam

Сайты связывания белка Dam в отсутствие Х



В результате получается распределение белка Х вдоль 
хромосом



Поиск возможных белков-партнёров с помощью 
дрожжевой двугибридной системы

BD

X

BD

X

Y

AD

Y

AD

транскрипция

Белки X и Y не взаимодействуют

Белки X и Y взаимодействуют

-LEU

LexAop(×2-6) Промотор Репортёр:  LEU2

LexAop(×2-6) Промотор Репортёр:  LEU2



Searching for protein-protein interactions
Yeast 2-hybrid system

2 yeast strains:

Bait: DNA binding domain of GAL4.

Prey: transcription activation domain.

Mate strains and select for reporter gene
expression.

Generate protein fusions (single bait against a 
library of prey).

In vivo.

Fast, a single bait screen can be done in couple
of days.

TRENDS in Biotechnology

Ito et al (2001) Trend Biotech 19:S23


