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Cos’e un MICROARRAY?
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Cos’e un MICROARRAY?
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Cosa puo essere inserito in un MICROARRAY?

* Peptidi (anticorpi)

* Geni espressi

* Un intero DNA genomico
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Come puo essere costruito un MICROARRAY?
(Chip a cDNA)

1) Libreria a cDNA

5) Denaturazione tramite
calore o agenti chimici

Microarray
preparation

2) Amplificazione per PCR

4) Fissaggio tramite calore
o raggi UV

3) Deposizione sul Chip

Metodo poco laborioso che ha pero I’inconveniente di portare ad arrays a bassa densita
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Come puo 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 densita
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Come puo essere costruito un MICROARRAY?
(Chip ad oligo) — Metodo InkJet

'f:.:‘," AgilentTechnologies Genomics \ ' | RegisteriLogin | Contact Us
—— . Agilent.com
Qverview Agilent Microarray Technology Product Finder Related Literature Related Science
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Repeat i-1 times

3) Deblock
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Sintesi di Oligo...

DIMETOSSITRITILE

n | I— COMPLESSO
inidale INIZIALE PER LA
SINTESI DEL DNA

Carbonio 5’

Carbonio 3’

# Distanziatore

O }”"" (Vetro a porosita controllata)
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Sintesi di Oligo...

Struttura della fosforammidite

DM

T
(DIMETOSSITRITILE)

Gruppo
fosfito 3" <
metilato

]

O

Base

> Nucleoside

Gruppo

1 biisopropilammina
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Sintesi di Oligo...

Detritilazione
OMI -0 HO
| |
CH,; Base | CH» Basc |
Q Q
HH HH
H H H H
O H = O H
/ TCA /
Distanziatore OMT  Distanziatore

CPG crG
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Sintesi di Oligo...

Attivazione
DMT —0O DMT—0O
I I
CH> Basc 2 CH, Basc 2
O
ey — HH
Tetrazolo H H
9 H
Me —0O l/ “““
Me =0~ ’.’“
'-.\,\1@5 CH,
= b a0 S
_C CH
H,C”~ \ \
CH) (-T”l

Fosforammidite Fosforammidite attivata
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Sintesi di Oligo...

DM o HO
Basc 2 LI.H_ Base |
K J k;.O--.\
H H \_H u/
H ai
i e Complesso

iniziale

Fosforammidite
attivata Me —O— " H CH Distanznacore
.\11-_4 CH,y
H N .
e \(;H _CPG
H,C \ \
CH, CH;
/
Accoppiamento
DMT - 0O
|
CH; Base 2

k ,\J

1

0~

. _ ! |
Triestere fosfito [ \lv—“—ll’
)

|

Distavixore

o




A SAPIENZA

UNIVERSITA DI ROMA

Come puo essere costruito un MICROARRAY?
(Chip ad oligo) — Metodo InkJet

'f:.:‘," AgilentTechnologies Genomics \ ' | RegisteriLogin | Contact Us
—— . Agilent.com
Qverview Agilent Microarray Technology Product Finder Related Literature Related Science
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Repeat i-1 times

3) Deblock




SAPTENZA

UNIVERSITA DI ROMA

Come puo essere costruito un MICROARRAY?
(Chip ad oligo) — Metodo Affymetrix

Light
(deprotection)
mmmn W e "ep TE  sanes
|
00000 »0000O0 » OHOHOOO }TTOOO
Wafer
v
GATCG
25-mer CATAT m-C —
AGCTG YTy ' T Ty
TTCCG < TTCCO«n TTOHOHO<4 TTOOO
Repeat 2522&
GeneChip®

Microarray
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Chip ad oligo: meno immediati

OLIGONUCLEOTIDE MICROARRAYS
(GeneChips)
. J/
3 5
1. 2.3 4 5 6 7 _8&_9 10 Ll
Probe Sequences: —

Gene Sequence:

7N\
\/

Perfect match: A-C-T-G-T-T-T-A-C-G-C-T+C-A-G-T-C-G-G-G-T-C-A-A-T
Mismatch: A-C-T-G-T-T-T-A-C-G-C-T1A-A-G-T-C-G-G-G-T-C-A-A-T
\ 1
Y
1 JJ
1 2 3 4 5 6 7 8 9 1011 e—Z(PM—MM)
g g g

Perfect match (PM) N J J=1 _
g

. . . . . . “average difference” or “signal”

Mismatch (MM)
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Passiamo alla Tecnica...

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

Il Trascrittoma e I'intero corredo dei geni espressi (cioe dei trascritti, comprese le
varianti alternative di splicing) che si trovano in un particolare tipo di cellula o di

tessuto, in condizioni ben definite. Puo comprendere informazioni sull’labbondanza

relativa o assoluta dei trascritti.
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Passiamo alla Tecnica...

i ::gua mMRNA mRNA 4 Filter )
Phenol > Protein Aminoaliyl _ o, Reverse CyDyes T f . laser SRcintensity
e © == Nucleotides ,  Transcriptage nors 2 = " ratio
CDNA - Tobelied CONA
Sample Purification RT Coupling Hybridization Scanning Normalization
and washes and analysis

Flusso di lavoro
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Passiamo alla Tecnica...

Marcatura: es. radioattiva

Isotopi radioattivi
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Passiamo alla Tecnica...

Scanning:

Curve within a grid Uneven grid positions

Uneven spot spacing

Uneven spot sizes
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Passiamo alla Tecnica...

Scanning:

TABLE 4.1: Segmentation Algorithms of
Common Image-Processing Software

Packages
Segmentation Software
Method Implementing Method
Fixed Circle ScanAnalyze

GenePix

QuantArray
Variable Circle QuantArray

GenePix

Dapple

Agilent Feature Extraction
Histogram ImaGene

QuantArray
Adaptive Shape  Spot
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Passiamo alla Tecnica...

Scanning:
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Passiamo alla Tecnica...

Informazione Numerica:

TABLE 4.2: Example Output from ImaGene
Meta Meta Signal Background] Signal Background  Signal Background
Row Column Row Column GenelD Flag | Mean Mean Median [Median Stdev Stdev Diameter
1 1 1 | H3126A06-3 0 29453.02 99.27228 31434 94.5 5165.786 31.88765 14
1 1 1 2 H3126A06-3 0 35591.85 134.6042 357185 [124 3781.532 54.10425 14
1 1 | 3 H3126C06-3 0 455.3077 109.5556 436 109 112.4157  20.80846 14
1 1 1 4 H3126C06-3 0 780,3725 95.34177 786 95 136.1061 14,2317 14
12 0,0 = Fiy
1V = — 3 JZ\I:XZ Xi _Xi r———
it-[a n ;x‘l i + ( +1 . ) Fi — Fi—l
> lwi— Me| <3 |z —c Ve
i=1 i=1
60 - Media e mediana 60 - Median
Media
50 - %XIR 50 - b
40 - % 'S 40 -
X, X
30 A 30 A
20 - 20 -
10 - 10 -
O T T T T 1 0 T X T T T
0 10000 20000 30000 40000 50000 0 10000 20000 30000 40000 50000
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Passiamo alla Tecnica...

Informazione Numerica:

TABLE 4.2: Example Output from ImaGene

Meta Meta Signal Background  Signal Background | Signal Background
Row  Column Row Column GenelD Flag Mean Mean Median  Median Stdev Stdev Diameter
1 1 | 1 H3126A06-3 0 29453.02 99.27228 31434 94.5 5165.786 31.88765 14
1 1 1 2 H3126A06-3 0 35591.85 134.6042 357185 124 3781.532 54.10425 14
| 1 | 3 H3126C06-3 0 455.3077 109.5556 436 109 112.4157 | 20.80846 14
1 1 1 4 H3126C06-3 0 780,3725 95.34177 786 95 136.1061 | 14.2317 14
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Un esempio pratico...

Problema:

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

0O,

Agueous mRNA

Phase mRNA
i Aminoallyl .~ Reverse cDNA
v z::::‘ P Erokein Nucleotides ,  Transcriptase C{-%’,Bf}
DNA or s
EIHA abelled CONA
S Purificstion RT Coupling Hybridization
and washes
o,
::xus mMRNA mRNA
i Aminoallyl .~ Reverse cDNA
\ s:;::' -'i%’;l;T Nucleotides |, Transcriptase C{c.,té'y:'s'
EIHA P laglled cDNA
SRS Fuiication RT Coupling Hybridization

and washes
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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

0, .
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Un esempio pratico...

Acquisizione dati e Normalizzazione:

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

) 5] I Nero = rapporto 1

<= Verde = minore espressione
rispetto al campione di
riferimento

——

<« RO0SSO = maggiore espressione
rispetto al campione di
riferimento
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Il problema delle repliche
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Doppia Marcatura
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Doppia Marcatura

Probe Ex (nm) Em(nm) MW Quantum
LGP yield
V. ¢

N+ 2 /N Cy2 489 506 714 QY 0.12
'R R Cy3 550 570 767 QY 0.15
Cy3 Cy3B 558 572 658 QY 0.67
1 3 5 Cy3.5 581 594 1102 QY 0.15

N
NFO2Z 4 N Cy5 650 670 792 QY 0.28
L' R ¢y R/ Cy5.5 675 694 1128 QY 0.23

Cy7 743 767 818 QY 0.28
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Marcatura diretta

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

Marcatura indiretta

"'.':,:‘." Agllent Technologles Genomics A | | RegisterLogin | Contact Us
— . Agilent.com
Overview Agilent Microarray Technology Product Finder Related Literature Related Science
RNA RNA
ANTP mix with Reverse transcription with dNTP mix with
amino allyl-duTP ‘ AffinityScript™ HC RT at 42°C ‘ amino allyl-duTP
to make first-strand cONA
RNA RNA

"‘“= Wi, ' La marcatura indiretta, al contrario consiste nell’incorporazione dei
MI’ . . . . . . . .
= ‘i i el f nucleotidi marcati successivamente al processo di sintesi di cDNA

FXX3

Evenly labeled cDNA
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Problemi con la doppia marcatura

1. Llintensita di emissione non e uguale per entrambi i fluorocromi

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

3. Problemi di degradazione dei fluorocromi
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Passaggio ai logaritmi

| dati vengono trasformati dalla loro forma originaria alla forma logaritmica:

1. Ragionevole distribuzione dei campioni su tutto 'intervallo di intensita
2. Lavariabilita dovrebbe essere costante per tutte le intensita
3. Ladistribuzione degli errori sperimentali dovrebbe essere approssimativamente normale

15

.
*”
.
:
~

30000
L
10
|

20000
|

Cy5 Raw Intensity
Cy5 Log Intensity

5
|

10000
|
e s e em e e
B0 ssseme o
.

T T T T
0 5000 10000 15000 20000 25000

(a) Cy3 Raw Intensity (b) Cy3 Log Intensity




B SAPIENZA

UNITVERSITA DI ROMA

Passaggio ai logaritmi
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Passaggio ai logaritmi

E = Log, C'- Log, C?

TABLE 5.2: Conversion from Fold Ratios

to Log (to Base 2) Ratios

Fold Ratio

Log (to Base 2)

Ratio Difference

4-fold down-regulated -2
3-fold down-regulated ~1.58
2-fold down-regulated -1
1.5-fold down-regulated —0.58
No change 0
1.5-told up-regulated 0.58
2-fold up-regulated 1
3-told up-regulated 1.58

J

4-told up-regulated




SAPTENZA

UNIVERSITA DI ROMA

Un esempio pratico...

Problema:

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

0O,

Agueous mRNA

Phase mRNA
i Aminoallyl .~ Reverse cDNA
v z::::‘ P Erokein Nucleotides ,  Transcriptase C{-%’,Bf}
DNA or s
EIHA abelled CONA
S Purificstion RT Coupling Hybridization
and washes
o,
::xus mMRNA mRNA
i Aminoallyl .~ Reverse cDNA
\ s:;::' -'i%’;l;T Nucleotides |, Transcriptase C{c.,té'y:'s'
EIHA P laglled cDNA
SRS Fuiication RT Coupling Hybridization

and washes
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