Simpozyum: Mikozlar ve molekiiler yéntemler
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Mikroarray nedir?

Genellikle cam, naylon membran veya silikon yapidaki kati ylzeyler (zerinde minyatirize
alanlara yerlestirilmis milyonlarca birbirine denk tek iplikli DNA parcgaciklari (prob), antikor
veya epitopik belirtecler araciligiyla bir genomda depolanmis olan bilgilerin hibridizasyon gibi
6zgln kimyasal baglanma temeline dayanan bir prensiple incelenmesi teknigidir. Uygulanan
yontem ve amag farkhliklar olmakla birlikte, “microchip”, “DNA chip” ve “DNA array” gibi
tanimlamalar da benzer uygulamalari ifade etmek icin kullanilirlar. Bununla birlikte, insitu
oligoniikleotit sentezi teknigi ile Gretilmis olan yliksek yogunluklu mikroarray platformlari gip
olarak ifade edilirken, “"DNA array” terimi 0Ozellikle cam lamlar lzerinde hazirlanan daha
klicik kapasiteli platformlar icin tercih edilir. Genel olarak mikroarray teknolojisinin en
onemli Ozelligi, kiglk bir alanda ¢ok sayida genomik incelemenin yapilmasina olanak
saglamasidir. Bu teknigin en heyecan verici yani ise, yakin bir gelecekte kiiclik bir okuyucu
cihaz aracilidi ile hasta basinda cok sayida hastalik/etken arasinda ayirici tani yapilmasina
veya tedavi sonucunun dederlendirilebilmesine olanak saglayacak olmasidir (1, 2).

Mikroarray yonteminin kullanim amacglari nelerdir?

Mikroarray yontemi temel olarak iki hedefe yonelik olarak uygulanmaktadir

1) Gen ekspresyon dlizeyinin ve dizey farkhliklarinin élglilmesi. Mikrobiyolojik acidan bakildi-
dinda; besiyeri bilesimi ve sicaklik gibi gesitli cevresel faktorlerin gen ekspresyonu Uzerine
olan etkilerinin belirlenmesi, virlllan ve avirllan suslar arasinda eksprese edilen/ edilmeyen
genler acgisindan farkhliklarin ortaya konmasi, antibiyotik direng mekanizmalarinin aydinlatil-
masinda farkl genlerin ekspresyon dizeylerinde artma ya da azalma seklinde ortaya c¢ikan
degisikliklerin gosterilmesi gibi uygulamalar dikkati cekmektedir.

2) Genom baz dizisinin ve genomlar arasi dizi farkhliklarinin ortaya konmasi. Bu uygulama
alaninin da iki farkh acihmi vardir:

a. “Tek nikleotid polimorfizmi (single nucleotid polymorphism)” gibi teknikler ile mutas-
yon analizleri. Bu amaci gergeklestirmek igin, bir gende olabilecek tim farkh mutasyon
ihtimalleri tek bir ¢ip Gzerinde test edilir.

b. Bazi 6nemli gen bdélgelerindeki baz dizilerinin “resequencing” olarak adlandirilan bir
teknikle gok kisa bir slire icerisinde yeniden dizinlenmesidir (2).

Standart bir mikroarray deneyinin basamaklari nelerdir?
Tipik bir genomik mikroarray calismasinin bes temel basamadi vardir

1. Hedef DNA/cDNA dizilerine komplementer diziler igeren oligontkleotitler yani problarin
immobilize edildigi mikroarray platformunun hazirlanmasi veya ticari olarak temin edilmesi

2. Incelenecek numuneden floresan ile isaretlenmis cDNA/DNA/cRNA'nin hazirlanmasi

3. Isaretlenmis cDNA/DNA/cRNA ile mikroarray platformunun hibridizasyon soliisyonu
icersinde karsilastiriimasi
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4. Yikama sonrasinda platform yiizeyinde hibridizasyonun varliginin lazer teknolojisi kulla-
nan bir tarayicl veya okuyucu araciligiyla analiz edilmesi ve gortntinln bir bilgisayarda
depolanmasi

5. Depolanan gorintinin bir yazilm araciidiyla dederlendirilmesi ile mikroarray platformu
Gzerindeki hangi noktalarda hibridizasyon olup olmadiginin ve niceliksel olarak diizeyinin
(koyu mavi-yesil-sari-kirmizi renk yelpazesinde) dederlendirilmesi ve yorumlanmasi.

Postgenomik mikroarray analizlerinin genomik olanlardan tek farki, nikleik asitler arasinda
test edilen hibridizasyon reaksiyonu yerine, benzer incelemenin antikorlar ile 6zgin epitopik
determinantlar arasinda gergeklestiriliyor olmasidir (1).

Mikroarray iiretim teknikleri

Mikroarray platformlar temelde (¢ ana yontemle Uretilirler. Fotolitografik maskeleme olarak
ifade edilen birinci yontemde oligontkleotid prob sentezi dogrudan mikroarray yilzeyinde
onceden tasarlanmis noktalarda insitu olarak gergeklestirilir. Diger iki yontemde ise oligonlik-
leotit problar bagka bir yerde 6énceden sentezlendikten sonra mikroarray ylzeyindeki tasarlan-
mis mikroskobik noktalara baglanirlar. Birbirine benzeyen bu iki yontemde ise problarin
ylizeye baglanmasi ya kiguk uc acikhdi bulunan enjektorlerle plskirtme teknigi kullanilarak
(inkjet teknolojisi) ya da platform ylizeyine temas eden kanalciklar araciligiyla gercgeklesti-
rilebilir (1). Bu Ug¢ ana ydntem disinda farkli teknolojiler de gelistiriimektedir. Ancak, tim
yontemler hibridizasyon esasina gére galismaktadirlar.

1) Fotolitografik maskeleme yontemi

Ilk kez 1991 yilinda Stephen Fodor ve arkadaslar tarafindan tanimlanmis ve daha sonra
Affimetrix firmasi tarafindan ticari olarak sunulmus bu yéntemde oligonlkleotid sentezi insitu
olarak cam vylizey lzerinde gerceklestiriimektedir. Once mikroarray hazirlanacak olan ve
genellikle camdan Uretilmis malzemenin ters yizi polymide ile kaplanir. Polymide, okuma
islemi sirasinda olusabilecek ve hatali okumaya neden olacak zemin yansimalarini énler. Daha
sonra, ilk nikleotidin baglanmasi ile baslayacak ve diger nikleotidlerin eklenmesi ile slirecek
slirecin gerceklesecegi ylizey silan ile kaplanir. Silan molekilleri kendi aralarinda olusan
capraz badglar sayesinde lizerinde sentezlenecek olan ve genellikle 25 nikleotitten olusan oligo
zincirinin (prob) ylizeyde saglam bir sekilde tutunmus olarak kalmasini sadlar. Daha sonra
ylzeydeki tim hidroksil uclar isiktan korunmus ve nikleotid baglanmasina izin vermeyen bir
molekdl (linker) ile kapatilir. Bu molekil, 6zglin noktalarda agikliklari olan bir maske Gzerinde
UV 1sidina maruz birakilarak sadece bu aciklik bdlgelerindeki i1siga hassas engel ortadan
kaldirihr ve eklenen nikleotidin baglanmasi gergeklestirilir. Eklenen nikleotid hem apikalinde
Isiga hassas olan ve nilkleotit baglanmasina izin vermeyen bir engele sahiptir, hem de
fosfatlanmis halde oldugundan dolayi yan zincir olusumuna izin vermez. ikinci kez maskeleme
islemine gegcildiginde ise platform bu sefer farkli bélgelerde agikliklari olan maske Uzerinden
UV 1sigina maruz birakilir. Boylece korunmasi kaldirilan boélgelere farkl bir ntikleotit eklenerek
zincir uzamasi surdiraltr. Herhangi bir nikleotidin yanlshkla eklenmemesi durumunda, hatal
baz dizisine sahip bir oligonun (probun) Uretilmesini dnlemek icin her ara basamakta acik
kalan uglar bir ajanla kapatilarak sadece o oligo zinciri icin sentez durdurulur. Ancak bu
engelleme, her bir noktada ayni oligonun milyonlarca kopyasi sentezlenmekte oldugundan bir
eksiklik nedeni olusturmaz. Fotolitografik maskeleme ydnteminin en énemli avantajlan hiz,
0zglllik ve tekrarlanabilirliktir. Buna karsin dnemli dezavantajlar ise nispeten daha yiksek
olan maliyeti ve profillerinin daha az elastiki olmasidir (3).

2) Yiizey temash spotlama yontemi

IIk kez Patrcik Brown ve arkadaslari tarafindan Stanford Universitesinde 1995 yilinda tanim-
lanmis bir tekniktir. Onceden hazirlanmis oligonikleotit problar, kimyasal olarak degistirilmis
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cam ylzeyler lzerinde tasarlanmis noktalara kusursuz bir sekilde kontrol edilen robotik
kollarin ucundaki mikro kanallar araciligiyla veya daha kiiglk kapasiteli platformlarda manuel
olarak temas ettirilir. Cam vyizeyler poly (L-lysine) ve benzeri kimyasallarla degisiklige
ugratiir ve DNA molektlinian kovalent veya kovalent olmayan bir sekilde yilizeye tutturul-
mas! saglanmis olur. Yontem fotolitografik teknige gore daha elastiki ve ekonomiktir. Bu-
nunla birlikte, dezavantajlarn ise 6n hazirlik asamasinda gerekli olan yodgun emek ve
spotlama cihazlarinin kapasitelerinde artisa paralel olarak yutkselen maliyetidir (2).

3) Piiskiirtme yontemi

Bu yontemde de onceden hazirlanmis oligonlkleotit problar, kimyasal olarak degistirilmis
cam ylizeyler (zerinde tasarlanmis noktalara robotik kollar aracilidi ile yerlestirilirler. Ancak,
ylizey temasli spotlama yonteminden tek farki problar tutturulacagi cam ylizeye “inkjet” adi
verilen bir teknikle temas etmeksizin ince bir uctan puskuirtilir. Boylece Uretim serileri
arasinda farkhliklar géstermeyen ve tek tip noktalama saglayan ylksek kaliteli mikroarray-
lerin Uretilmesi saglanmis olur (4).

Bazi 6nemli ticari mikroarray sistemleri

1) Affymetrix GeneChip® Microarray Technology: Affimetrix firmasi tarafindan uygu-
lamaya sokulmus bir yéntemdir. Bu teknolojinin uygulama alanina girdigi 1994 yilinda her bir
hibridizasyon noktasi 100 x 100 mikron boyutlarinda iken, 2005 yilinda 5 x 5 mikron boyuta
inilmis, bodylece yaklasik olarak 1.28 cm x 1.28 cm boyutlarindaki bir ylzey alani icersinde
yaklasik 400 kat daha fazla sayida deney (yaklasik 6.5 milyon farkli noktada hibridizasyon
aracihdiyla 500 bine ulasan deney) gergeklestirilebilmistir. Her bir noktada birbiri ile denk
milyonlarca prob bir arada bulunmaktadir. Problar genellikle 25 nikleotit uzunluktadirlar ve
6zglin DNA veya RNA dizisini yakalamak igin tasarlanmistir. 25 ntkleotitlik prob uzunlugu ye-
terli diizeyde 6zglinlik saglarken, duyarlihdi ve tekrarlanabilirligi arttirmak amaciyla ekspres-
yon cgalismalarinda 22, genotiplendirme calismalarinda ise 40 prob ayni anda farkh noktalarda
test edilir. Spesifik olmayan badlanmalardan olusabilecek yanlis pozitif dederlendirmeleri
engellemek amaciyla bazi problarin orta kisminda bilerek uygunsuz bdlgeler tasarlanir. RNA
mikroarray calismalarinda, RNA molekili dis ortam sartlarina dayaniksiz oldugundan 6nce
reverse transkripsiyonla cDNA'ya cevirilir. Daha sonra invitro transkripsiyonla yeniden RNA
(cRNA) olusturulur. Ancak bu sirada ortama konulan urasil nikleotitler biyotinlenmistir. Elde
edilen biyotinlenmis cRNA hibridizasyon o6ncesi daha kulclik parcalara ayrildiktan sonra
hibridizasyon firininda 6zgliin prob ile hibridize edilir. Yikama sonrasinda ortama konan
floresan boyalar biyotin molekiliine badlanirlar. Lazer okuyucular ile taranan cip hibridizasyon
olusumunun varligr acisindan degerlendirilir (5).

2) NanoChip® Electronic Microarray: Nanogen firmasi tarafindan gelistirilmis bu sistem-
de, 6zglin DNA/RNA dizisinin mikroarray platformu Gzerinde baglanacaklari ve kendileri igin
Onceden tasarlanmis streptavidinle kaplanmis noktalara pozitif elektrik akimi uygulanir.
Bdylece negatif ylikll ve biyotinlenmis olan DNA/RNA molekilleri daha hizli ve ydnlendirilmis
bir sekilde streptavidin kaplanmis bu noktalara goéc¢ ederler. Prob veya 6rneklerin 6zgin
noktalara badglanmasini takiben uygulanan potansiyel farki kaldirilarak kirmizi/yesil floresan
boya ile isaretlenmis test materyali/prob reaksiyona sokulur. Ozgiin baglanmanin gercek-
lesip gerceklesmedigi lazer okuyucular ile dederlendirilir. Eger bittn noktalar ayni deneyde
kullanilmamigsa platform yikanarak tim noktalar bitene kadar tekrar tekrar kullanilabilir (6).

3) Agilent Technologies: Agilent Technologies tarafindan gelistiriimis yéntemde, cam

mikroarray platformu Uretiminde piskirtme (inkjet) teknolojisi ile Uretilmis mikroarray
formati kullaniimaktadir. Ekspresyon analizlerinde incelenecek 6rnekteki mRNA, dncelikle T7
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RNA polimeraz kullanilarak cDNA'ya cevrilir. Daha sonra ayni enzimin farkli aktiviteleri araciligi
ile cDNA’dan sirasiyla cift iplikli DNA ve en sonunda Cy3-CTP veya Cy5-CTP varliginda da
isaretlenmis cRNA elde edilir. Elde edilen isaretli cRNA mikroarray platformu tzerindeki 6zgln
problar ile hibridizasyona sokulur. Hibridizasyonun varligi tarayicilar ile arastirihr (7).

4) Illumina Bead Array Technology: Tuft lniversitesinde (ABD) Prof. David Walt ve arka-
daglan tarafindan ilk kez tasarlanan Bead Array sistemi Illumina Inc. tarafindan gelistirilerek
kullanima sunulmustur. Sistem 25 nUklotitten olusan 6zgin nikleotit dizileri (prob) ile
kaplanmis olan 3 mikrometre capindaki silika kireciklerin (bead) fiberoptik lif ucunda asit
asindirmasi yolu ile olusturulmus yuvalara rastgele yerlestiriimesi esasina dayanir. Fiberoptik
lifin diger ucu floresans esasl bir okuyucuya badlanir. Yaklasik olarak 50 bin fiberoptik lifin
birlestirilmesinden dogan demetin capi ise 1.4 mm kadardir. Toplam 96 demet (8x12) ise bir
platformu olustururlar. Guvenilirligi arttirmak icin her bir 6zgun dizinin (veya kirecigin) ayni
demet lizerinde 20-30 kez test edilmesi durumunda 50 bin lif iceren bir demetle 1600 civarinda
farkl hibridizasyon deneyinin 1.4 mm’lik bir cap icersinde test edilmesi mimkin olmaktadir.
Teknidin en 6nemli basamadi rastgele yerlestirilmis olan kireciklerin, dolayisi ile problarin
hangi noktalarda yerlestiginin belirlenmesidir. “Decoding” olarak adlandirilan bu islem farkh
floresan boya kombinasyonlarinin kullanildigi sekiz ardisik hibridizasyon/dehibridizasyon basa-
maklari araciidi ile gergeklestirilir. Testtin dederlendirilmesi fiberoptik liflerden ginderilen UV
IsIg1 ile uyarim ve agida cikan floresansin saptanmasi ile gergeklesir. Okuma FAM ve Cy3 renk
kanallarindan gergeklestirilir. Her bir platformun organizasyonu barkodlu olarak ¢ip Uzerinde
kayithidir. Sistemin kurulum maliyeti 2007 itibari ile vergiler haric 320 bin USD’ dir (8).

Mikroarray teknolojisinin mikolojide uygulama alanlarn

Mikroarray teknolojisinin uygulama alanlari mikrobiyolojik disiplinler arasinda benzerlikler
gOstermektedir. Temel uygulama alanlarini (¢ ana baslik altinda 6zetleyebiliriz:

1. Gen ekspresyon profilinin ortaya konmasi yoluyla patogenez, hicre biyolojisi ve
antifungal direng mekanizmalarinin incelenmesi (9).

2. Patojen mantarlarin cins/tlr dizeyinde tanimlanmasi (10).
3. Mikozlar sirasinda konakta ortaya cikan yanitin dederlendirilmesi (11).
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