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Cos’è un MICROARRAY?
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Cosa può essere inserito in un MICROARRAY? 

• Peptidi (anticorpi)

• Geni espressi

• Un intero DNA genomico



Come può essere costruito un MICROARRAY?

1)  Libreria a cDNA

2)  Amplificazione per PCR

3)  Deposizione sul Chip

4)  Fissaggio tramite calore
o raggi UV

5) Denaturazione tramite
calore o agenti chimici

(Chip a cDNA)

Metodo poco laborioso che ha però l’inconveniente di portare ad arrays a bassa densità



Come può essere costruito un MICROARRAY?
(Chip ad oligo)

•Metodo InkJet

•Metodo Affymetrix

Entrambi i metodi prevedono la sintesi in situ di oligonucleotidi
complementari alle sequenze dei geni che essi rappresentano

Entrambi i metodi possono portare alla realizzazione di chip ad alta densità



Come può essere costruito un MICROARRAY?
(Chip ad oligo) – Metodo InkJet



Sintesi di Oligo…
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Sintesi di Oligo…



Sintesi di Oligo…



Come può essere costruito un MICROARRAY?
(Chip ad oligo) – Metodo InkJet



Come può essere costruito un MICROARRAY?
(Chip ad oligo) – Metodo Affymetrix



Chip ad oligo: meno immediati

1   2    3    4    5      6      7      8     9     10            11

1     2     3    4     5     6     7    8     9    10  11

Perfect match (PM)

Mismatch (MM)



Passiamo alla Tecnica…

Il Trascrittoma è l’intero corredo dei geni espressi (cioè dei trascritti, comprese le

varianti alternative di splicing) che si trovano in un particolare tipo di cellula o di

tessuto, in condizioni ben definite. Può comprendere informazioni sull’abbondanza

relativa o assoluta dei trascritti.

Abbiamo detto: “tramite questa tecnica è possibile analizzare tutti i geni espressi in un dato momento e 
in un dato tessuto o gruppo di cellule”



Passiamo alla Tecnica…
Schematizzazione:

Flusso di lavoro



Isotopi radioattivi

Passiamo alla Tecnica…
Marcatura: es. radioattiva



Passiamo alla Tecnica…
Scanning:



Passiamo alla Tecnica…
Scanning:



Passiamo alla Tecnica…
Scanning:



Passiamo alla Tecnica…
Informazione Numerica:
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Passiamo alla Tecnica…
Informazione Numerica:





Un esempio pratico…
Problema:

Si hanno due colture di lievito cresciute in due differenti condizioni;
una in condizione di ipossia ed una di controllo
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Un esempio pratico…
Acquisizione dati e Normalizzazione:

Si hanno due colture di lievito cresciute in due differenti condizioni;
una in condizione di ipossia ed una di controllo

O2 O2



Un esempio pratico…
Acquisizione dati e Normalizzazione:

rappresentazioni grafiche immediate che riuniscono i geni in gruppi di espressione
con profili simili

Rosso = maggiore espressione 
rispetto al campione di 
riferimento

Verde = minore espressione 
rispetto al campione di 
riferimento

Nero = rapporto 1



Il problema delle repliche



Doppia Marcatura



Doppia Marcatura

Probe Ex (nm) Em (nm) MW Quantum 
yield

Cy2 489 506 714 QY 0.12

Cy3 550 570 767 QY 0.15

Cy3B 558 572 658 QY 0.67

Cy3.5 581 594 1102 QY 0.15

Cy5 650 670 792 QY 0.28

Cy5.5 675 694 1128 QY 0.23

Cy7 743 767 818 QY 0.28



Marcatura diretta
La marcatura diretta consiste nell’incorporazione dei nucleotidi marcati direttamente durante il
processo di sintesi di cDNA. Ciò comporta normalmente un a minore efficienza da parte della
retrotrascrizione e un maggior rischio di errori sistematici: il Cy5 è più difficile da incorporare di Cy3

Marcatura indiretta

La marcatura indiretta, al contrario consiste nell’incorporazione dei
nucleotidi marcati successivamente al processo di sintesi di cDNA



Problemi con la doppia marcatura

1. L’intensità di emissione non è uguale per entrambi i fluorocromi

2. Lo scanner non legge le stesse intensità per entrambi i fluorocromi

3. Problemi di degradazione dei fluorocromi



Passaggio ai logaritmi
I dati vengono trasformati dalla loro forma originaria alla forma logaritmica:

1. Ragionevole distribuzione dei campioni su tutto l’intervallo di intensità
2. La variabilità dovrebbe essere costante per tutte le intensità
3. La distribuzione degli errori sperimentali dovrebbe essere approssimativamente normale



Passaggio ai logaritmi



Passaggio ai logaritmi

E = Log2 C1 - Log2 C2



Un esempio pratico…
Problema:

Si hanno due colture di lievito cresciute in due differenti condizioni;
una in condizione di ipossia ed una di controllo
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